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RESUMO

As lectinas de algas marinhas possuem varias aplicagdes farmacoldgicas. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar parcialmente a estrutura e avaliar os efeitos em modelos classicos de
inflamacéo da lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides. A lectina de Caulerpa
cupressoides (LCc) foi extraida com tampdo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e isolada por
cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-celulose. A caracterizagdo estrutural
parcial apresentou uma sequéncia aminoterminal com 31 residuos de aminoacidos, obtida de
acordo com o método de degradacdo de Edman, enguanto que na espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear unidimensional *H para a LCc purificada por Sephadex G-100
e obtida por DEAE-celulose, foi demostrado uma similaridade entre os sinais obtidos em
ambos os espectros. A atividade anti-inflamatoria foi avaliada em ratos Wistar machos (n=6),
utilizando o modelo de edema de pata induzidos por carragenana (700 pg/pata), dextrana (500
pg/pata), histamina (100 pg/pata), serotonina (20 pg/pata) ou bradicinina (30 pg/pata).
Grupos de animais foram submetidos ao tratamento com LCc (0,1; 1,0 ou 10,0 mg/Kkg; i.v.),
30 min antes do estimulo inflamatoério. Foi avaliado o envolvimento da LCc (1,0 mg/kg) na
via da Heme oxigenase-1. Foram utilizados grupos que receberam tratamento com LCc ligada
ao inibidor mucina (8,0 mg/kg; i.v.) ou somente mucina (8,0 mg/kg; i.v.) e dexametasona (1,0
mg/kg; s.c.) foram utilizados como controles. O efeito edematogénico de LCc foi avaliado
aplicando as doses de 0,1; 1,0 ou 10 mg/kg (i.pl.). No ensaio de edema de pata induzido por
carragenana, LCc reduziu a formacdo de edema sendo confirmado pela determinacdo dos
niveis teciduais de mieloperoxidase. A LCc (1,0 mg/kg) ligada a mucina ndo apresentou efeito
anti-inflamatorio no edema de pata induzido por carragenana, exceto na primeira hora apos o
estimulo. No edema induzido por dextrana, LCc também inibiu 0 edema osmotico. Apenas a
dose de 1,0 mg/kg foi utilizada no edema induzido por histamina reduzindo em 40% o edema
no intervalo de 30 min LCc (1,0 mg/kg), entretanto, ndo reduziu a formacdo de edema
induzido por serotonina ou bradicinina. Além disso, na analise histoldgica do tecido
subplantar, LCc (1,0 e 10,0 mg/kg) foi capaz de reduzir a migracdo celular. Na presenca de
ZnPP 11X (3,0 mg/kg; s.c.), LCc perdeu sua capacidade inibir o edema induzido por
carragenana, exercendo seu mecanismo de acdo anti-inflamatério através do envolvimento da
via da HO-1. Enquanto que na imunohistoquimica, LCc (10 mg/kg) reduziu a expressao de
IL-1B, porém ocorreu intensa marcagdo das citocinas TNF-a e IL-6, além da expressdo de

HO-1, nos grupos tratados com a mesma dose de LCc. Com relagéo ao efeito edematogénico,



LCc foi capaz de induzir intenso processo inflamatorio com efeito dose-dependente. No
entanto, o edema induzido com a dose de 10 mg/kg de LCc foi foi inibido por indometacina,
meclizina, pentoxifilina e dexametasona. Portanto, a LCc quando parcialmente caracterizada
apresentou na sua sequéncia aminoterminal uma identidade de 43% com a proteina da alga
verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii e apresentou propriedades anti- e pro-
inflamatorias, sendo considerada um agente terapéutico em potencial para estudos futuros nos

processos inflamatorios.

Palavras-chave: Aglutinina; Efeito edematogénico; Heme oxigenase-1; Mediadores
inflamatorios; Neutréfilos.



ABSTRACT

Lectins seaweed have various pharmacological applications. This work was partially
characterize the structure and evaluate the effects on classical models of inflammation lectin
of the green seaweed Caulerpa cupressoides. The Caulerpa cupressoides lectin (CcL) was
extracted with Tris-HCI 25 mM, pH 7.5 and isolated by ion exchange chromatography on
DEAE-cellulose. Structural characterization showed a partial aminoterminal sequence with 31
amino acid residues, obtained according to the method of Edman degradation, while in
nuclear magnetic resonance spectroscopy to the CcL *H-NMR purified by Sephadex G-100
and DEAE-cellulose obtained by was demonstrated similarity between signals obtained in
both spectra. The anti-inflammatory activity was evaluated in male Wistar rats (n = 6), using
the model of paw edema induced by carrageenan (700 pg/paw), dextran (500 pg/paw),
histamine (100 pg/paw), serotonin (20 pg/paw) or bradykinin (30 pg/paw). Groups of animals
were treated with CcL (0.1, 1.0 or 10.0 mg/kg, i.v.) 30 min before the inflammatory stimulus.
Was evaluated the involvement of CcL (1.0 mg/kg) towards heme oxygenase-1. Groups were
used that were treated with inhibitor CcL linked mucin (8.0 mg/kg, i.v.) or only mucin (8.0
mg/kg, i.v.) and dexamethasone (1.0 mg/kg, s.c.) were used as controls. The effect
edematogenic CcL was evaluated by applying the doses of 0.1, 1.0 or 10 mg/kg (i.pl.). In the
trial of paw edema induced by carrageenan, CcL reduced edema formation was confirmed by
determining tissue levels of myeloperoxidase. CcL (1.0 mg/kg) showed no mucin linked to
anti-inflammatory effect on the paw edema induced by carrageenan, except in the first hour
after stimulation. In dextran-induced edema, CcL also inhibited the osmotic swelling. Only
the dose of 1.0 mg/kg was used in reducing histamine-induced edema by 40% the edema
within 30 min CcL (1.0 mg/kg), however, did not reduce the edema induced by serotonin or
bradykinin. Besides, in the histological analysis of tissue subplantar, CcL (1.0 and 10.0
mg/kg) was able to reduce cell migration. In the presence of ZnPP IX (3.0 mg/kg, s.c.), CcL
has lost its ability to inhibit the carrageenan-induced edema, exerting its mechanism of action
anti-inflammatory  pathway through the involvement of HO-1. While in
immunohistochemistry, CcL (10 mg/kg) reduced the expression of IL-1p, but intense staining
occurred cytokines TNF-a and IL-6, and expression of HO-1 in the groups treated with the
same dose of CcL. In relation the effect edematogenic, CcL was able to induce intense
inflammatory process with dose-dependent effect. However, the induced edema at a dose of

10 mg/kg was CcL was inhibited by indomethacin, meclizine, pentoxifylline and



dexamethasone. Therefore, when the CcL partially characterized presented in its
aminoterminal sequence of 43% identity with the protein from unicellular green alga
Chlamydomonas reinhardtii and showed anti-and pro-inflammatory therapeutic agent is
considered a potential for future studies in inflammatory processes.

Keywords: Agglutinin; Effect edematogenic; Heme oxygenase-1; Inflammatory mediators;
Neutrophils.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas Marinhas

O termo “algas” refere-se a uma variedade de organismos que sdo considerados
como um grupo polifilético, que possuem representantes nos dominios Eubacteria e Eukarya.
Além disso, sendo produtores primarios, as algas tem semelhantes funcbes bioldgicas e
ecoldgicas com as plantas, mas ndo compartilham uma histéria evolutiva comum e sua
bioquimica difere significativamente em relacdo aos pigmentos acessorios, polissacarideos de
reserva, glicoproteinas e compostos fendlicos (STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

Durante muito tempo, as algas foram agrupadas em um grupo natural, que agora,
especialmente, com o progresso em teécnicas moleculares, tem mostrado que possui
representantes em quatro dos cinco reinos (Monera, Protista, Fungi, Plantae). Durante sua
evolucao, as algas se tornaram um grupo muito diverso de organismos, cujas origens variadas
refletiram-se na grande diversidade de tamanho, estrutura celular, niveis de organizagéo e de
morfologia, ciclo de vida, pigmentos fotossintetizantes, polissacarideos de reserva e
estruturais, ecologia e habitats (BRUNSWICK; JOHN, 2009).

As algas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e sao responsaveis
por uma boa parte da atividade fotossintética global. Sua distribuicdo depende da temperatura,
da salinidade, da disponibilidade de luz solar, das correntes oceanicas e das condigdes fisico-
quimicas dos oceanos (EL GAMAL, 2010).

Do ponto de vista botéanico, elas sdo classificadas de acordo com a estrutura fisica,
funcéo e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta, que possui coloracao verde, principalmente pela
predominancia das clorofilas a e b; Phaeophyta, com coloragdo marrom, principalmente pela
presenca dos pigmentos xantofila, fucoxantina e carotendides; e Rhodophyta, que possui
coloracdo vermelha devido a predominancia dos pigmentos ficoeritrina e ficocianina. Devido
as constantes mudancas no ambiente marinho, grupos de algas mais adaptados foram
selecionados, por meio de uma variedade de estratégias de sobrevivéncia, as quais
influenciaram enormemente a sua morfologia, fisiologia e bioquimica (VIDOTTI,
ROLLEMBERG, 2004).



As algas marinhas sdo organismos autotréficos de grande importancia ecolégica,
que sintetizam inGmeras classes de compostos bioativos, normalmente envolvidos nos
processos metabdlicos (primario e secundario), que sdo importantes para a defesa quimica
desses organismos contra herbivoros (SZE, 1997) e que podem ser utilizadas em diversos
ramos da biotecnologia (GREENWELL et al., 2008; LEVRING; HOPPE; SCHMID, 1969).

1.2 Importancia Econémica das Algas Marinhas

Muitas espécies de algas marinhas sdo utilizadas na alimentacdo ha milénios pelos
povos orientais em sua dieta e na medicina tradicional (JIAO et al., 2011; LEVRING,;
HOPPE; SCHMID, 1969). Mais recentemente, as algas tém sido utilizadas como
complemento de rag¢des para animais e fertilizantes (ZEMKE-WHITE; OHNO, 1999).

A exploracdo econbmica das algas marinhas iniciou-se a partir de coletas
realizadas em bancos naturais para utilizagdo na alimentacdo e na extracdo de ficocoldides
(carragenanas, agaranas e alginatos). Desde entdo, existe um crescente interesse no cultivo de
espécies, no intuito de minimizar a dependéncia de bancos naturais (OLIVEIRA; ALVEAL,;
ANDERSON, 2000).

1.3 Ordem Bryopsidales

Os exemplares da ordem Bryopsidales, também citadas como Caulerpales,
Siphonales ou Codiales, sdo essencialmente marinhos e de aguas tropicais apresentando
organizacdo filamentosa cenocitica, assumindo um formato de uma célula gigante devido a
presenca de numerosos filamentos de material de parede celular denominados de trabécula, e
constituidos geralmente, de um talo rastejante de formato macroscopico, fixado ao substrato
através de uma porcao rizomatosa que se expande ao longo do substrato, fixando-se através de
estruturas denominadas rizéides, estes se apresentando na forma simples ou em tufos (JOLY,

1965; SZE, 1997). Ao longo de toda a sua porcao rizomatosa sao encontrados ramos eretos



(também chamados de assimiladores) que, por sua vez, sdo ramificados dependendo da
morfologia de cada espécie e cenociticos em todas as porcdes (SZE, 1997).

Dependendo da espécie, a porcéo rizomatosa pode ser encontrada com formato de
pena, folhas ou cacho de uvas (RODRIGUES et al., 2012a, 2012b; TRI, 2009).

Caulerpa é um género de algas verdes, da familia Caulerpaceae,
morfologicamente incomum por ser caracterizado como uma unica célula contendo varios
nacleos. A parede celular dos representantes deste género é destituida de celulose e apresenta
polimeros de xilano e manana ligados através de ligagoes B(1—3) e p(1—4), respectivamente
(LEE, 1997). As espécies C. cupressoides, C. mexicana, C. prolifera, C. racemosa e C.
sertularioides sdo as mais comuns no litoral brasileiro (JOLY, 1965), formando extensos
tapetes verdes na zona entre marés (SZE, 1997).

Alem disso, podem oferecer inUmeros compostos quimicos que tem revelado
importantes resultados nas mais variadas aplicac6es bioldgicas e industriais (CARDOZO et
al., 2007). Dentre estes compostos, destacam-se as lectinas.

1.4 Lectinas

As lectinas s@o proteinas ou glicoproteinas, com ampla distribuicdo na natureza, ja
foram encontradas em bactérias, fungos, algas, vegetais superiores, vertebrados, invertebrados
e virus, que se caracterizam por ligar-se de forma reversivel a carboidratos especificos. Os
animais produzem uma variedade de lectinas, muitas delas classificadas em familias,
dependendo da similaridade da sequéncia e da especificidade ao carboidrato (LIS; SHARON,
1998).

O termo “Lectinologia”, primeiramente referido por Potapov (1968) e ainda hoje
bastante aceito, vem a enfatizar a existéncia das lectinas como precursoras de uma nova e

promissora ferramenta biotecnoldgica de vasto potencial e aplicabilidade.

Consideradas como sendo uma classe especial de proteinas bioativas que possuem
uma atividade ligante a carboidratos, as lectinas, também conhecidas como aglutininas ou

hemaglutininas (VAN DAMME et al., 1998), sdo atualmente tidas como possiveis



ferramentas de elucidacdo da informacg&o biol6gica contida nos agucares, tendo em vista seu

importante papel no reconhecimento celular (NEVES, 1999).

As lectinas formam um grupo heterogéneo de proteinas que apresentam grande
variedade em tamanho, estrutura e organizacdo molecular, que possuem, em comum, a
capacidade de reconhecer e interagir com sitios contendo glicoconjugados. Devido a essa
capacidade de interagdo a carboidratos, as lectinas podem se ligar a certos componentes da
membrana das células sanguineas, ocasionando aglutinacdo, que constitui no principal

atributo para sua detec¢éo, purificacdo e caracterizagdo (LIS, SHARON, 1998).

As lectinas, quanto a sua estrutura, estéo divididas em 4 tipos (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995; 1998):

a) Merolectinas: S&o lectinas que possuem um unico dominio ligante a
carboidrato, portanto ndo aglutinam hemacias;

b) Hololectinas: Possuem dois ou mais dominios ligantes a carboidrato; a maior
parte das lectinas pertence a esse grupo, pois se comportam como hemaglutininas;

¢) Quimerolectinas: Caracterizam-se por uma fusdo de proteinas que possuem
pelo menos um dominio ligante a carboidrato e outro dominio com atividade catalitica;

d) Superlectinas: S&o lectinas que possuem 2 ou mais dominios ligantes a

carboidratos, sendo que esses dominios tém especificidade para acucares diferentes.

1.5 Lectinas de Algas Marinhas

O primeiro relato de lectinas em algas marinhas foi descrito por Boyd;
Almodovar; Boyd, em 1966, que através de “screening” de detec¢do de lectinas em algas
marinhas, demonstraram que essas moléculas sdo capazes de aglutinar eritrocitos de seres
humanos. Desde entdo, as lectinas vém sendo frequentemente encontradas em algas marinhas,
sendo as algas vermelhas (Rhodophyceae) as mais estudadas, seguidas pelas algas verdes
(Chlorophyceae) e pardas (Phaeophyceae) (ABREU et al., 2012).

No Brasil, 27 espécies de algas marinhas coletadas na costa da regido Nordestina
foram testadas em ensaios de deteccdo de atividade hemaglutinante contra eritrocitos de

animais e humanos tratados com tripsina, bromelaina, papaina ou subtilisina. Os resultados



apontaram dados positivos de hemaglutinagdo em 12 espécies, entre as algas marinhas verdes,
vermelhas e pardas, sendo cada uma delas capaz de aglutinar pelo menos um dos tipos de
eritrécitos enzimaticamente tratados e testados (AINOUZ et al., 1992). Dentre os eritrocitos
testados, aqueles obtidos de coelho foram mais sensiveis a hemaglutinagdo, acompanhados
dos demais eritrocitos tratados com papaina. Duas espécies de algas vermelhas
(Acanthophora spicifera e Enantiocladia duperreyi) e uma de alga verde (Ulva fasciata)
exibiram atividade hemaglutinante frente a eritrécitos do grupo O de humanos, enquanto que
algas verdes das espécies Codium isthmocladium e Caulerpa sertularioides foram especificas
para eritrocitos humanos do grupo B. Trés espécies de algas dentre as demais testadas, entre
elas a alga vermelha Amansia multifida e as algas pardas Spatoglossum schroederi e Padina
gymnospora apresentaram uma especificidade ndo usual para eritrécitos dos grupos A e O de
humanos (AINOUZ et al., 1992).

Quando foram colocadas em contato com eritrocitos de coelho, galinha, carneiro e
humanos tratados enzimaticamente. A maioria dos extratos aglutinou pelo menos um dos
eritrocitos testados. Eritrocitos de carneiro e de coelho foram os mais satisfatorios para a
deteccdo da presenca de lectinas (FREITAS et al., 1997).

1.6 Isolamento e Purificagdo de Lectinas de Algas Marinhas

A primeira lectina purificada e caracterizada parcialmente foi da espécie de alga
marinha vermelha Ptilota plumosa, por Rogers, Blunden e Evans, em 1977. Os procedimentos
de isolamento de lectinas de algas marinhas geralmente sdo iniciados a partir da extracdo de
proteinas soluveis do material bioldégico, com o uso de solugdes salinas tamponantes. Apos a
obtencdo desses extratos protéicos, tais proteinas sollveis passam por uma série de etapas que
podem se estender desde precipitacdes salinas das mesmas, até emprego de variadas matrizes

cromatograficas, sejam elas de filtracdo em gel, troca i6nica ou afinidade.

As cromatografias de troca ibnica tém se mostrado de grande utilidade no
processo de purificacdo de lectinas de algas, sendo utilizadas de forma isolada ou em
combinacdo com outros procedimentos cromatograficos. Por exemplo, a lectina da alga
marinha vermelha P. serrata foi purificada pela combinacéo de processos cromatogréficos de

troca ibnica em gel de DEAE-Sephacel e exclusdo molecular em Bio Gel P-100 (ROGERS,



HORI, 1993). Ainouz et al. (1995) purificaram as lectinas de duas espécies de algas marinhas
vermelhas, Briothamnion seaforthii e B. triquetrum, através de um procedimento de
precipitacdo protéica em meio acido, seguido por precipitacdo com sulfato de amdnio (60%
de saturacdo). A fracdo proteica (fracdo 0/60) obtida foi submetida ao procedimento de
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose.

Atualmente, hd uma grande tendéncia no uso de cromatografias de afinidade para
a purificacdo de lectinas de algas marinhas, tendo em vista a maior praticidade,
principalmente no tocante a reducdo do numero de etapas de purificacdo e ao fato destas
apresentarem uma maior confianca na pureza do material obtido. Sampaio, Rogers e Barwell
(1998) utilizaram a galactose presente na goma de guar no processo de isolamento da lectina
da alga marinha vermelha P. filicina. Oliveira et al. (2002) e Silva et al. (2010a) isolaram a
lectina presente na alga marinha vermelha Pterocladiella capilacea utilizando procedimento
cromatografico de afinidade em gel de goma de guar. Enquanto que, Costa et al. (1999)
utilizaram a manana de levedura em procedimentos cromatograficos de afinidade para o

isolamento da lectina presente na alga marinha vermelha A. multifida.

Com relacdo a purificacdo de lectinas de algas marinhas verdes, a alga Caulerpa
cupressoides foi purificada por cromatografia de afinidade em gel de a-lactose-agarose,
seguida de filtracdo em gel em Bio Gel P-100 (BENEVIDES et al., 2001). Vanderlei et al.,
(2010) purificou a mesma lectina utilizando o procedimento de cromatografia de troca idnica
em coluna de DEAE-celulose, seguido de filtracdo em gel de Sephadex G-100, onde foi

demonstrado um rendimento semelhante ao obtido por Benevides et al. (2001).

Em resumo, vaérias lectinas de algas marinhas tém sido purificadas e
caracterizadas. No entanto, seu numero € considerado ainda bastante reduzido quando
comparado a lectinas isoladas e caracterizadas de plantas superiores, o que favorece a
possibilidade de novos estudos sobre lectinas de algas marinhas, utilizando procedimentos

diversos de purificaces.



1.7 Caracteristicas Fisico-quimicas de Lectinas de Algas Marinhas

Lectinas de algas marinhas diferem das de vegetais superiores em varias
propriedades. Em geral, tém pequena massa molecular e ndo reconhecem acgucares simples,
sendo mais especificas para oligossacarideos complexos, em especial, glicoproteinas. Além
disso, muitas das lectinas de algas marinhas ndo requerem cétions divalentes para exercerem
suas atividades biolégicas (ROGERS, HORI, 1993). Estas proteinas ocorrem principalmente
na forma monomérica e tém uma alta propor¢do de aminoécidos acidos, com ponto isoelétrico
entre 4 e 6 (HORI, MIKAZAWA, ITO, 1990).

As lectinas das algas verdes C. adherens, C. effusum, C. capitatum e C.
platylobium, foram purificadas por Rogers et al. (1994) e os dados obtidos por eletroforese
em SDS- PAGE revelaram que todas as quatro lectinas apresentavam massas aparentes entre

11 e 13 kDa e ndo dependiam de cations divalentes para exercerem suas atividades biologicas.

As lectinas das algas marinhas vermelhas B.seaforthii e B.triquetrum, isoladas por
Ainouz et al. (1995), mostraram-se ndo dependentes de cations divalentes e ndo foram
inibidas por acucares simples. Essas lectinas apresentaram uma simples banda com
mobilidade semelhante por SDS-PAGE e massas moleculares estimadas por filtracdo em gel
de 4,5 kDa e 3,5 kDa para B. seaforthii e B.triquetrum, respectivamente. Um estudo
comparativo dessas duas lectinas e suas estruturas foi feito por Nagano et al. 2005 em que
ambas consistem de misturas de polipeptidios de 90 residuos contendo sete pontes disulfeto

intracadeia e que suas sequéncias possuem 55% de identidade (80% similaridade) entre si.

Benevides, Leite e Freitas (1996) isolaram uma lectina monomérica da alga
marinha vermelha Solieria filiformis, com 1,5% de sua composi¢do constituida de acgucar.
Essa lectina foi inibida pelo polissacarideo manana de levedura, e as glicoproteinas avidina
“egg white” e ovalbumina ¢ quando analisada por cromatografia de filtragdo em gel de
Superose 12-R (FPLC) revelou uma massa de 21,9 kDa, enquanto por SDS- PAGE,

apresentou uma massa molecular estimada em 29 kDa.

Costa et al. (1999) estudando a alga marinha vermelha A. multifida, observaram
que a lectina presente nessa alga marinha era contituida de 2,9% de acgUcares neutros e era
inibida pelas glicoproteinas avidina, fetuina, “egg white” e levedura de manana. A massa

molecular dessa proteina foi estimada em 26,9 kDa por filtracdo em gel e em 24,5 por SDS-



PAGE. A focalizagdo isoelétrica detectou a presenca de cinco isolectinas com ponto
isoelétrico (pl) &cido variando entre 5,4 e 6,2. A analise de aminoécidos mostrou que essa
lectina € rica em prolina, glicina e &cido aspartico e pobre em histidina e fenilalanina.

A lectina purificada da C. cupressoides foi inibida por outros derivados da
galactose, por dissacarideos (a-lactose) e fortemente inibida por mucina de estdmago de
porco. Sua massa molecular, determinada por filtracdo em gel, foi de 44,7 kDa, e quando
analisada por SDS- PAGE na presenca de -mercaptoetanol, apresentou uma massa molecular
aparente de aproximadamente 23,2 kDa, com predominancia de glicina, de aminoacidos
acidicos glutamico e aspartico e do aminoacido hidroxilado serina em sua composicdo
(BENEVIDES et al., 2001).

1.8 Caracterizacao Estrutural de Lectinas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia por RMN tem sido utilizada para determinar a conformacéo de
diversos carboidratos nos sitios de ligacdo de proteinas. A lectina de germe de trigo foi uma
das primeiras a ser estudada sua interacdo com carboidratos mediante RMN (CHAVEZ et al.,
2005; WRIGHT, 1984). Zanetta et al., 2002 utilizando *H-RMN para identificar o sitio de
ligacdo da lectina interleucina 3 (IL-3) e sua interacdo com o proteoglicano sulfato de

condroitina.

1.9 Atividades Biologicas das Lectinas de Algas Marinhas

Atualmente as lectinas tém sido alvo de pesquisas constantes. Isso se deve a sua
impressionante capacidade de ligar-se especificamente a carboidratos ou substancias que 0s
contém, propiciando um imenso campo de aplicacdo bioldgica em diversas areas, como na
agricultura, na bioquimica, nas ciéncias biomédicas e na farmacologia (BENEVIDES et al.,
2001). Neste contexto, um atrativo para a utilizacdo de lectinas de algas marinhas é o fato das

mesmas possuirem massa molecular menor do que as lectinas de plantas, sendo entdo,



apropriadas para 0 uso como ferramentas bioldgicas, pois 0 menor tamanho dessas moléculas

implicaria em uma menor reagdo antigénica (ROGERS; HORI, 1993).

Estudos realizados com as lectinas das algas marinhas vermelhas Solieria robusta,
Eucheuma serra, E. amakusaensis e E. cottonii demonstraram que as mesmas apresentam
forte atividade mitogénica (HARNEDY; FITZGERALD, 2011).

A lectina da alga marinha vermelha Gracilaria ornata inibiu a emergéncia das
larvas do gorgulho Callosobruchus maculatus, mostrando-se como uma potente agéo
inseticida (LEITE et al., 2005). Além desse estudo foi também observado que as lectinas das
algas vermelhas S. filiformis e G. cornea apresentaram um efeito inseticida contra o carrapato
Boophilus microplus (carrapato bovino) (LIMA et al., 2005; NASCIMENTO, 2003).

No estudo realizado com a lectina da alga S. filiformis foi demonstrado que essa
proteina possui efeito sobre o crescimento de eubactérias patogénicas, inibindo somente o

crescimento de algumas espécies de bacterias Gram-negativas (HOLANDA et al., 2005).

Efeitos antinociceptivos significativos tém sido demonstrados por lectinas de
algumas espécies de algas marinhas. Dentre estas estdo as algas vermelhas Bryothamnion
seaforthii, B. triquetrum, A. multifida, Hypnea cervicornis e S. filiformis e a alga verde C.
cupressoides (ABREU et al., 2012; FIGUEIREDO et al.,, 2010; NEVES et al., 2007;
VANDERLEI et al., 2010; VIANA et al., 2002).

Com relacdo aos processos inflamatorios, algumas lectinas de algas tiveram
efeitos pré-inflamatorios, induzindo a migracdo de neutrofilos em ratos e camundongos
(NEVES et al.,, 2001). Enquanto que outras lectinas das algas marinhas tais como H.
cervicornis e P. capillacea apresentaram efeito anti-inflamatdrio (BITENCOURT et al., 2008;
SILVA et al., 2010a).

1.10 Inflamacéo

Inflamacdo é uma reacdo defensiva do corpo a penetracdo de um agente
infeccioso, entrada de um antigeno ou ao dano celular. E um processo biolégico fundamental

e a sinalizacdo frequente de uma doenga. A inflamagdo é frequentemente induzida por



produtos da degradacdo bacteriana (lipopeptideos, lipopolisacarideos, peptideoglicanos,
flagelos, DNA bacteriano), fungos (zymosan), virus (dupla fita de RNA) ou microorganismo
que causam danos e a morte das células do hospedeiro (KULINSKY, 2007).

1.10.1 Fase vascular

A inflamacéo caracteriza-se como uma resposta dos tecidos vascularizados a
estimulos nocivos, tais como injuria, patdgenos ou agentes irritantes (TEIXEIRA et al., 2003;
WEISS, 2008).

Os processos inflamatérios sdo necessarios para a vigilancia imunologica,
reparacao e regeneracao apos a lesdo (VODOVOTZ et al., 2008). No entanto, a inflamacéo
excessiva ou inadequada é a causa de inimeras doengas, incluindo artrite reumatdide, psoriase
e doencas inflamatdrias intestinais. Além disso, a inflamacao é o maior componente dos danos
causados por doencas auto-imunes e ¢ um colaborador fundamental para doencas como

cancer, diabetes e doencas cardiovasculares (LUCAS et al., 2006).

O processo inflamatério é controlado por um grupo de substancias chamadas
mediadores quimicos (TEIXEIRA et al., 2003) que podem ser de origem tissular, como as
aminas vasoativas, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres
superdxidos, 0xido nitrico e neuropeptideos, ou de origem plasmatica, como o0s sistemas de
coagulacdo, do complemento e das cininas (GILMAN et al., 2006; SPINOSA et al., 2006).
Muitas dessas moléculas sdo produzidas localmente e possuem participagdo comprovada na
inflamacéo dos tecidos, e sdo, portanto, alvos fundamentais para a intervencgéo terapéutica em
uma variedade de doencas (LUCAS et al., 2006; MEDZHITOV, 2008).

No local da inflamacdo, esses mediadores promovem a vasodilatacdo, a estase
vascular e o aumento da permeabilidade capilar, permitindo também a migracdo de leucécitos
da circulacdo para o tecido inflamado e ainda coordenam as variadas respostas de defesa
local. Alguns desses mediadores tém a capacidade de estimular neurbnios sensoriais locais.
Em alguns casos, quando a inflamacdo excede certos niveis, quantidades suficientes desses
mediadores enddgenos entram na circulacdo sistémica e sdo disseminados pelo sangue a

diferentes 6rgaos. Isso resulta numa complexa variedade de reacdes sistémicas, coletivamente



chamadas de resposta de fase aguda, que é definida como uma resposta multifatorial do
organismo a infeccdes, lesdes ou traumas (ROTH et al., 2009).

A inflamacdo aguda caracteriza-se pela curta duracdo e apresenta 0s sinais
cardeais que sdo a dor, o calor, o rubor, o edema e a perda da funcdo (LEES et al., 2004). J&
na fase cronica, além de perdurar por um periodo indeterminado, varia de acordo com os tipos
de mediadores celulares e humorais envolvidos (GILMAN et al., 2006; SPINOSA et al.,
2006).

Portanto, a resposta inflamatéria € um fendmeno complexo que envolve eventos
vasculares e celulares (CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993; MALIK; LO, 1996; MCEVER,
1992). A principio, desenvolve-se a fase vascular da inflamagdo, que se caracteriza por
vasodilatacdo, que confere o aspecto avermelhado ao tecido e o calor a regido, bem como o
aumento da permeabilidade vascular. Tais eventos facilitam a passagem de proteinas
plasmaticas para o tecido, carreando, consequentemente, uma grande quantidade de &gua,
dando origem ao edema (MEDZHITOV, 2008).

1.10.2 Fase Celular

A fase vascular ocorre simultaneamente a fase celular (LEES et al., 2004). Nesta
fase, os leucdcitos circulantes aderem-se ao endotélio vascular e transmigram para o tecido
intersticial em direcdo ao local da lesdo atraves da diapedese, sob sinalizacdo de agentes
quimiotaticos. O recrutamento de leucdcitos € iniciado pelo rolamento dos neutrdfilos
mediado por selectinas no endotélio vascular, os quais se aderem de maneira fraca as células
endoteliais. Em seguida ocorre rapida ativacdo de integrinas com subsequiente adesdo firme
aos ligantes endoteliais, transporte transendotelial e a partir de entdo realizam a diapedese
(Figura 1) (LEY et al., 2007; PHILLIPSON et al., 2006; TARRANT; PATEL, 2006).

O tipo celular predominante nesta fase pode ser de células polimorfonucleares
(neutréfilos, eosindfilos e basofilos), quando diante de um processo inflamatério agudo, ou de
células mononucleares (mondcitos e linfocitos), em um processo inflamatério crénico. Outras

células tais como as células endoteliais, macrofagos, mastécitos e plaquetas podem estar



envolvidas (LEES et al., 2004). Segundo Ribeiro et al. (2000), mastécitos e macréfagos séo

responsaveis pela liberacdo de citocinas e prostaglandinas, respectivamente.

Estas células, principalmente neutrofilos, sdo responsaveis pela expressao da
enzima heme oxigenase-1, responsavel pela resposta a processos inflamatorios, durante o

rolamento e adesdo a superficie endotelial (FREITAS et al., 2006).

Figura 1 — Migracdo dos Leucdcitos da Corrente Sanguinea para o Tecido Lesado em
Direcéo ao Agente Infeccioso.
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Fonte: BEZERRA, 2005.

Interacdes fracas mediadas por selectinas possibilitam o rolamento dos neutrdfilos sobre a superficie do
endotélio. Em seguida ocorre ativagdo das integrinas com subsequente ades@o forte dos leucécitos as células
endoteliais e por fim a diapedese.

No caso de uma evolugdo favoravel, o processo inflamatério resulta na eliminacédo
do agente causal, seguida por uma fase de reparacdo e resolucdo, que é mediada
principalmente por macréfagos residentes nos tecidos e nas células recrutadas (SERHAN;
SAVILL, 2005). No entanto, se a evolucdo for desfavoravel, pode ocorrer supuragéo, ou seja,

0S micro-organismos superam as defesas organicas, lisando as células leucocitarias, formando



colecdo purulenta ou pode haver a cronificagdo do processo (GILMAN et al., 2006;
KATZUNG, 2006; SPINOSA et al., 2006).

Estas respostas de defesa sdo iniciadas e reguladas por uma variedade de
diferentes mediadores liberados por diferentes tipos de células, e a compreenséo dos efeitos,
dos mecanismos de acdo e dos usos clinicos dos farmacos que afetam as respostas
inflamatorias e imunoldgicas depende de uma avaliacdo do modo pelo qual estas células e
seus mediadores interagem (RANG et al., 2007).

1.10.3 Mediadores Inflamatoérios

Os mediadores do processo inflamatério originam-se tanto do plasma como de
células ou do tecido agredido. Os mediadores oriundos do plasma, como o sistema
complemento, estdo presentes em formas precursoras que, para adquirir suas propriedades
biologicas, precisam ser ativados atraves de uma série de clivagens proteoliticas. Ja aqueles
oriundos das ceélulas estdo contidos em granulos intracelulares, os quais precisam ser
secretados, como a histamina presente nos mastocitos, ou sdo sintetizados em resposta a um
determinado estimulo adverso, como as prostaglandinas. As principais fontes celulares séo
plaquetas, neutrofilos, monocitos/macrofagos e mastocitos (KUMAR; COTRAN; ROBBINS,
2003; MAJNO; JORIS, 2004).

Desta forma, os mediadores quimicos, cada um com seu papel especifico, podem
desencadear, conduzir, controlar e extinguir a inflamacéo, atuando em estagios definidos da
reacdo inflamatoria. Dentre os principais grupos de mediadores, incluem-se: aminas
vasoativas (histamina e serotonina); proteases plasmaticas (sistema de cinina-bradicinina,
sistema complemento, sistema coagulacdo-fibrinolitico); metabdlitos do acido araquiddnico
(via ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase); proteases lisossomicas; radicais livres derivados de
oxigénio; fatores ativadores de plaquetas; quimiocinas e citocinas (ALBERTINI et al., 2004;
KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005)

A histamina exerce uma série de efeitos em muitos processos patolégicos e
fisiopatologicos. Durante a inflamacdo, a mesma é liberada através da degranulacdo dos

mastocitos e basofilos. Os principais papéis da histamina sdo aqueles envolvidos na



inflamacdo, secrecdo gastrica e como neurotransmissora. A histamina atua nas células
endoteliais, causando a vasodilatagdo e um aumento na permeabilidade vascular. Na pele,
resulta em vermelhid&o e aparecimento de uma papula. No sistema gastrointestinal é essencial
para secrecdo do acido gastrico, podendo agir sobre as células parietais para estimular H*, K*
ATPase, levando a secrecdo de H* e subsequente acidificagdo que auxilia no processo
digestivo (THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008). Além disso, modula uma
variedade de funcdes fisiologicas do Sistema Nervoso Central (SNC) dos mamiferos, tais
como sono/vigilia, atencdo, ansiedade, dor, percepcdo, homeostase, equilibrio de fluidos,
apetite, temperatura corporal, aprendizagem e memoria (OGAWA et al., 2009).

Fator de ativagdo plaquetaria (PAF) é um potente e versatil mediador da
inflamacdo que é produzido por varios tipos de células e tecidos, e particularmente por
leucocitos. PAF atua em um unico receptor (PAFR) que pode ser expresso na membrana
plasmatica ou na porgdo externa do nucleo de varios tipos de celulas, mas especialmente de
leucocitos, plaquetas e células endoteliais. A liberacdo enddgena de PAF pode ser responsavel
por varias das manifestacGes de inflamacdo aguda. A administragdo do PAF em roedores ou
humanos reproduz muitas caracteristicas da sindrome de resposta inflamatoria sistémica
(SIRS), incluindo hipotensdo, aumento da permeabilidade vascular, hemoconcentracéo,
liberacdo de citocinas e choque (ISHII; SHIMIZU, 2000; STAFFORINI et al., 2003).

Outros peptideos vasoativos sdo gerados através da protedlise pelo fator de
Hageman, da trombina ou plasmina e causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular (seja diretamente ou induzindo a liberacdo de histamina por mastdcitos). O fator
Hageman tem um papel fundamental na coordenacdo destas respostas, e atua em ambas como
um sensor de dano vascular e indutor da inflamacdo. O fator Hageman ativa a cascata da
calicreina cininas, e o principal produto desta cascata, a bradicinina, afeta o sistema vascular,
bem como apresenta um potente efeito pro-algico (estimulando a dor) (GRAHAM et al.,
1964).

Bradicinina (BK, H-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH) é conhecida por
apresentar um potente efeito pro-inflamatério e é um dos mais potentes peptideos alogénicos
enddgenos. BK é formada no plasma e em tecidos inflamados e, pela ativacdo de receptores
B, presentes na membrana de varios tipos de células, inicia muitos processos, tais como

vasodilatacdo, extravasamento de plasma, ativacdo de células imunoldgicas, além de



induzirem a quimiotaxia dos leucdcitos e a ativagdo dos neurbnios nociceptivos (MEINI;
MAGGI, 2008).

A serotonina ¢ uma indolamida, produto da hidroxilacdo e carboxilagdo do
aminoécido L-triptofano (LAZAROU; POMERANZ; COREY, 1998). E um neurotransmissor
responsavel pelo humor e pela ansiedade, e, quando é liberada na fenda sinaptica, se liga a
seus receptores localizados tanto na fibra pré-sindptica quanto na fibra p6s-sinaptica. Estudos
revelam que ndo existe um receptor especifico para a serotonina, mas uma superfamilia de 14
receptores, denominados 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B,
5-HT2C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5A, 5-HT5B, 5-HT6 e 5-HT7, com funcbes e localizagbes
especificas nas areas pré e pos-sindpticas (OLIVIER; VAN OORSCHOT, 2005; SILVA; de
ANDRADE, 2008).

O oxido nitrico induzivel (NOi) é uma molécula gasosa multifuncional aléem de
ser um radical livre altamente reativo. Ele é sintetizado a partir de L-arginina, NADPH e
oxigénio pela enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), esta enzima é expressada
juntamente com a ciclo-oxigenase 2 e suas rotas de interacdo no processo inflamatorio estéo
intimamente relacionados (Figura 2). Como uma molécula sinalizadora, NO regula varios
processos fisiologicos e fisiopatologicos, tais como fungdes vasculares (angiogénese, fluxo
sanguineo, permeabilidade vascular, interacdo leucocito-endotélio, agregacdo plaquetaria e
fluxo microlinfatico), fungbes neuroldgicas (neurotransmissao e desenvolvimento do sistema
nervoso) e funcdes citotoxicas. Varios estudos tém mostrado que o NO pode tanto promover e
inibir a progressdo do tumor e sua metastase além de mediar sua permeabilidade vascular
(DOI et al., 1999). Os efeitos de NO em tumores parecem depender da atividade e da
localizagdo das isoformas de NOS, concentracdo e a duracdo da exposicdo ao NO e
sensibilidade celular para NO (FUKUMURA; KASHIWAGI; JAIN, 2006).



Figura — 2 Cruzamento das Rotas de Atuacdo das Enzimas Oxido Nitrico Sintase
Induzivel (iNOS) e Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) na Inflamagao.
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Fonte:PEREZ-SALA; LAMAS, 2001

Uma intricada relacdo existe entre as rotas da COX-2 e NOS. Na inflamacéo as isoformas induziveis destas
enzimas sdo expressadas em resposta de um estimulo similar. Em adicdo, os produtos das duas rotas, NO e PGs,

podem regular a atividade e/ou expressao de iNOS e COX-2.

As COXs sdo enzimas bifuncionais que sequencialmente geram PGG; e PGH,
através de uma reacdo em duas etapas envolvendo a cicloxigenacdo e peroxidacdo do
substrato acido graxo, que é principalmente o &cido araquidénico. PGH, é, por sua vez,
transformada por varias sintases nas PGs e TXs. Enquanto TXA; € o principal produto da via
da COX em plaquetas, PGE, ¢ sintetizada em muitos tipos diferentes de células. PGls,
também chamada prostaciclina, é sintetizada principalmente em células endoteliais e PGD; €
0 maior produto da via COX em varios tipos de células, incluindo macréfagos, células
dendriticas e mastdcitos ativados (FUNK, 2001; GONZALEZ-PERIZ; CLARIA, 2007).

Os neuropeptideos liberados de neurdnios sensitivos contribuem para as reacdes
inflamatdrias, constituindo a inflamacdo neurogénica. Essas substancias podem ser
armazenadas de forma ativa em vesiculas secretdrias (por exemplo, a substancia P) ou geradas

por processamento proteolitico de precursores inativos no fluido extracelular (por exemplo,



por produtos de degradacdo de cininas, fibrinopeptideo A, fibropeptideo B e fibrina). A
substancia P é liberada pelos neurbnios sensoriais e podem causar degranulacdo dos
mastécitos, liberando histamina e outros mediadores e produzem contracdo da musculatura

lisa e aumento da secrecdo de muco (BLACK, 2002).

As citocinas representam um grupo diversificado de pequenas proteinas sollveis
que quando secretadas por uma célula pode agir sobre a mesma célula, de forma autdcrina, ou
em outra célula, de forma paracrina. Através da ligacdo através dos receptores de superficie
celular especificos, elas iniciam sinais que sdo essenciais para um amplo espectro de funcgdes,
incluindo a inducdo de respostas imunes, diferenciacdo e proliferacdo celular e apoptose
(WANG et al., 2009). Diante de um trauma tissular, as células liberam uma citocina
denominada fator de necrose tumoral (TNF-a) que, por sua vez, induz a liberacdo de outras
citocinas, podendo se destacar a interleucina 1-Beta (IL-1p) e a interleucina 8 (IL-8). A IL-1p
promove a ativacdo da enzima cicloxigenase (COX) responsavel pela producdo de
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, enquanto que a IL-8 atua na liberacdo local de
aminas simpatomiméticas (BASBAUM; JULIUS, 2006; FERREIRA, 2011). IL-1 é produzida
em grandes quantidades pela membrana sinovial durante a inflamacdo, assim como por
monacitos e macrdéfagos, ndo estando presente em tecidos normais (DINARELLO; WOLFF,
1993; TATAKIS, 1993). Consiste numa familia de IL-1a, IL-1p e antagonista do receptor de
IL-1 (IL-1ra), de forma que IL-1o normalmente permanece no citosol enquanto IL-1p e IL-1ra
sdo secretados (DINARELLO, 1998). Foi encontrada pela primeira vez em 1982 no fluido
sinovial de articulacdes de joelhos de pacientes com artrite reumatdide (AR), impulsionando o
desenvolvimento de muitas pesquisas a partir da coleta do lavado sinovial articular (KOPP,
1998).

A via dos eicosandides representa outro sistema que também passa a atuar quando
as células inflamatérias sdo estimuladas ou lesadas, desempenhando um papel critico em
quase todas as etapas do processo inflamatério. Diferentemente da histamina, os eicosandides
ndo sdo encontrados pré-formados nos tecidos, mas sim produzidos a partir de fosfolipidios de
membranas (RANG et al., 2007). O acido araquiddnico (AA), principal fonte dos
eicosandides, é um &cido graxo insaturado de 20 carbonos contendo quatro ligacdes duplas,
sendo liberado a partir dos fosfolipidios de membrana através de uma reacdo catalisada pela
enzima fosfolipase A2 (PLA2). Essa enzima é ativada em resposta a varios estimulos, tais
como: acdo da trombina nas plaquetas, do fator do complemento C5a nos neutréfilos, da

bradicinina nos fibroblastos, das reacbes antigeno-anticorpo nos mastocitos e da lesdo celular



promovida por diversos agentes, como espécies reativas de oxigénio (ROS) (LEE et al.,
2003).

Uma vez liberado, o AA servird como substrato para duas vias enzimaticas
distintas: a via das cicloxigenases (COX), que da origem a formacdo de prostaglandinas
(PGs), prostaciclinas (Pls) e tromboxanos (TXs), ou a via das lipoxigenases que levam a
sintese dos leucotrienos e lipoxinas e outros compostos (Figura 2) (LEES et al., 2004;
KATZUNG, 2006; GILMAN et al., 2006; RANG et al., 2007; YEDGAR et al., 2007).

Figura 3 — Biossintese dos Produtos do Acido Araquiddnico.
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Fonte: Dr. Pierre d'Almeida Telles Filho

A oxidagéo enzimética do acido araquidbnico produz uma variedade de metabdlitos que apresentam importantes
funcdes bioguimicas e fisiologicas. Entre estes metabdlitos estdo as prostaglandinas (PG), os leucotrienos (LT), o

tromboxano (TX) e a prostaciclina, metab6litos estes conhecidos coletivamente como eicosandides.

Os prostanoides estdo envolvidos em muitos processos fisiopatoldgicos, incluindo
a regulacdo do ténus vascular, fertilidade, funcdo das plaguetas e biologia do tumor (FUNK,
2001; GONZALEZ-PERIZ; CLARIA, 2007). Além disso, desempenham um papel

fundamental na inflamagéo e, por muitos anos, as enzimas COX e seus produtos tém sido



considerados importantes agentes pré-inflamatorios (NARUMIYA, 2009). Assim, PGE;
induz hiperalgesia, febre e exsudacdo pleural; PGD, facilita a inflamacéo alérgica, e PGl,
desempenha um papel fundamental na vasodilatacdo, inibe a agregacdo plaquetéria, e pode
mediar o edema inflamatério, enquanto o TX é um pré-trombético, prostanoide ativador de
plaguetas (PEREZ-SALA; LAMAS, 2001).

A natureza da acdo dos prostanoides é altamente dependente do tipo de célula ou
tecido-alvo. Assim, 0 mesmo composto pode provocar efeitos opostos em diferentes locais
(NARUMIYA, 2009; SANDIG; PEASE; SABROE, 2007).

Além das duas isoformas de cicloxigenases (COX) existentes, que sdo
representadas pela COX-1 e COX-2, pesquisas demonstraram a existéncia de uma terceira
isoforma, a COX-3. Esta seria uma variante da COX-1 que tem sido implicada, em parte, na
analgesia central e antipirese produzida pelos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES)
(LEES et al., 2004; PAPICH, 2008). A COX-3 foi isolada pela primeira vez no sistema
nervoso central do cdo e parece ser mais proeminente em cées do que em humanos e roedores
(PAPICH, 2008).

Com excec¢do dos eritrocitos, a COX-1 esta presente em quase todos os tipos de
células sendo, portanto, chamada de constitutiva, levando a formacao de PGs, principalmente
relacionadas com acOes fisiolégicas como, protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria,
homeostase vascular e manutencdo do fluxo sanguineo renal. Esta isoforma faz parte da
constituicdo do trato gastrointestinal, sendo associada a producdo de muco protetor e a
inibicdo da secrecdo acida gastrica, portanto, drogas que inibem essa enzima causam diversos
disturbios no trato digestivo. Nas plaquetas, a COX-1 esta associada a sintese do tromboxano
A,, mediador que favorece a agregacdo e a adesdo plaquetéaria, portanto, sua inibicdo esta
associada ao risco de sangramento cutaneo e gastrointestinal (BRICKS; SILVA, 2005;
FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al., 2008; KUMMER; COELHO, 2002; LEES et
al., 2004; STEAGALL et al., 2009).

Por outro lado, os produtos originados pela cisdo do AA através da COX-2 levam,
principalmente, a formacdo de PGs que participam de eventos inflamatorios, algicos e
térmicos, uma vez que a expressdo desta enzima ocorreria apos estimulo inflamatorio nas
células migratdrias e tecidos lesados sendo por isso denominada de indutiva (FRANCO et al.,
2006; HAZEWINKEL et al., 2008; STEAGALL et al., 2009). Todavia, varios estudos tém

demonstrado que a COX-2 ndo estd somente relacionada ao desenvolvimento do processo



inflamat6rio, mas também sendo responsavel por agoes fisioldgicas que mantém a homeostase
em diferentes tecidos, como rins, ovario, Utero, cartilagens, 0ssos e endotélio vascular
(BRICKS; SILVA, 2005; HILARIO; TERRERI; LEN, 2006; KUMMER; COELHO, 2002;
PAPICH, 2008; STEAGALL et al., 2009).

As lipoxigenases, presentes principalmente no citosol, sdo encontradas nos
pulmdes, plaquetas, mastocitos e leucdcitos. A principal enzima do grupo é a 5-lipoxigenase,
que atua sobre o &cido araquiddnico produzindo o éacido 5 hidroperoxieicosatetraendico (5-
HPETE), que é convertido em leucotrieno A; (LTAs). O LTA, pode ser convertido em
leucotrieno B4 (LTB4) ou, em uma série de cisteinil leucotrienos, LTC4, LTD4 € LTE4. O
LTB, é produzido principalmente por neutréfilos e macr6fagos (GOODMAN et al., 2009),
enquanto os cisteinilleucotrienos, principalmente por eosindfilos, mastécitos, basofilos e
macrofagos (GILMAN et al., 2006; KATZUNG, 2006; RANG et al., 2007).

O LTB4 € um importante agente responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular, causa aderéncia, quimiotaxia e ativacdo de polimorfonucleares e mondcitos, além de
estimular a proliferacdo de macrofagos e linfocitos e a producdo de citocinas por essas células
(GOODMAN et al., 2009). O leucotrieno B4 (LTB4) pode ser encontrado em exsudatos
inflamatérios e ocorre nos tecidos em muitas condi¢des inflamatdrias, como artrite
reumatoide (RANG et al.,2007). Os cisteinil-leucotrienos provocam vasodilatacdo na maioria
do leito vascular, vasoconstricdo coronaria e contracdo do musculo brénguico, sendo
importantes na asma (SAKATA et al., 2004; TRANDAFIR et al., 2005). Sendo responsaveis
por um amplo espectro de atividades biologicas, os eicosanoides sédo potentes mediadores pré-

inflamatdrios, e a sua supressao tem sido um importante alvo terapéutico (KATZUNG, 2006).

1.10.4 Via da Heme oxigenase-1 (HO-1)

A heme oxigenase-1 € uma enzima sensivel ao estresse produzido por varios
agentes oxidantes. A sua expressao, em resposta a diferentes mediadores inflamatérios, pode
contribuir para tratamento de inflamacdo. Além disso, ela tem efeitos protetores contra
injdrias oxidativas em varios 6rgaos. Por essa razdo, alguns farmacos utilizados no controle
dos danos celulares, principalmente oxidativos, agem pela via da HO-1 (GRANGEIRO et al.,
2011).



A HO-1 é uma enzima microssomal que catalisa a degrada¢do do grupo heme em
mondxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM et al., 1988). A ativacéao
de HO-1, a forma induzida da HO, resulta em redugcdo do dano oxidativo e apoptose,
reduzindo eventos inflamatérios como edema, migracdo celular e producgdo de citocinas pro-
inflamatorias (ALCARAZ et al., 2003). Sua regulacdo é fundamental para a homeostasia da
célula (LAVROVSKY et al., 1994; SOARES; BACH, 2009). Vérios estudos vém
demonstrando que a HO-1, seu substrato heme e seus produtos, CO e BVD, séo capazes de
modular o processo inflamatério. HO-1 € geralmente expressa em condigcdes de estresse
oxidativo, isquemia e reperfusdo e é estimulada por citocinas pro-inflamatorias, NO,
endotoxinas e heme, o seu substrato, representando um mecanismo de defesa celular que pode
modular a resposta inflamatéria (BAKKEN et al., 1972; CAMHI et al., 1995; DOI et al.,
1999; YACHIE et al., 2003).

1.10.5 Farmacos Utilizados na Dor e Inflamacéo

Os principais grupos de farmacos que sdo usados nos disturbios inflamatorios séo

os glicocorticdides e os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES).

Os glicocorticoides sdo muito utilizados na terapia das doencas auto-imunes e na
prevencdo e/ou tratamento da rejeicdo de transplantes, e suas acdes anti-inflamatérias se
qual inibe a enzima fosfolipase A,. Além disso, reduzem a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNF-a e IL-1. Como exemplo de glicocorticdides, podem ser citados
a hidrocortisona e dexametasona. Porém, a toxicidade associada a terapia cronica com 0s

glicocorticoides limita o seu uso (RANG et al., 2007).

Os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) sdo farmacos que possuem um
amplo espectro de indicacdes terapéuticas, tendo trés principais efeitos: anti-inflamatérios,
analgésicos e antipiréticos (RANG et al., 2007). Estas drogas exercem suas acOes
principalmente através da inibicdo da ciclo-oxigenase (COX), a enzima chave que catalisa a
conversao de acido araquidénico nos diferentes tipos de eicosanoides (PGD,, PGE,, PGl,,
TXAy), que sdo mediadores do processo inflamatério (BRUM-JUNIOR, 2006).



Os AINEs podem ser classificados de acordo com sua seletividade as isoformas
de COX. Aqueles que apresentam seletividade para ambas isoformas de COX séo
denominados inibidores de COX ndo seletivos. Ja aqueles que apresentam maior grau de
afinidade para COX-2 sdo os chamados inibidores de COX seletivos. De inicio, foi sugerido
que os efeitos colaterias da maioria dos AINEs se deviam a inibicdo da COX-1, e os efeitos
terapéuticos a inibicdo da COX-2. Entretanto, a partir da descoberta da expressao constitutiva
da COX-2 em muitos tecidos, pode-se inferir que os inibidores de COX-2 também produziam
efeitos colaterais graves (SPINOSA et al., 2006). Este fato, juntamente com o objetivo de
reduzir os efeitos adversos causados pelos inibidores de COX-1, impulsionou a busca por
inibidores de COX-2 seletivos, e varios compostos novos tem sido obtidos através de intensas
pesquisas. E, apesar da diminuicdo na incidéncia de complicacBes gastricas com o uso de
inibidores COX-2 seletivos, esses farmacos tambem podem ocasionar efeitos adversos. Entre
estes compostos destacam-se coxibes, 0s quais apresentam efeitos adversos, principalmente
cardiovasculares, devido a reducédo da sintese vascular de PGI,, 0 que parece ser em grande
parte dependentes da COX-2 no sistema vascular (FUNK; FITZ GERALD, 2007; GROSSER,;
YU; FITZGERALD, 2010).

A indometacina destaca-se, dentre os AINEs ndo seletivos para COX-2, como
importante ferramenta farmacoldgica atuando em modelos classicos de nocicepcdo e
inflamacéo utilizando animais em laboratorio. Esse farmaco é derivado do acido indolacético
pertencente a categoria dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais, que apresenta propriedades
anti-inflamatoria, analgésicas e antipiréticas, ja que inibe a enzima COX-2, necessaria para a
formacdo de PGs e outros autacoides (RAFFIN et al., 2003). Inibe também a motilidade dos
leucécitos polimorfonucleares. E usado efetivamente em disfuncdes do sistema locomotor,
porém, assim como outros AINES, é fortemente limitada pelos efeitos locais do sistema
gastrointestinal, que podem gerar ulceragdes e/ou hemorragias, devido a producdo de grupos
acidos pelos AINES e pela inibicdo da sintese de PGs pela mucosa gastrica (BONINA et al.,
1997).

Sendo assim, apesar de os AINEs tradicionais serem bastante efetivos no
tratamento da dor e inflamac&o, o uso crénico de tais medicamentos esta associado a lesdes do
trato gastrointestinal, anormalidade de coagulacdo e problemas cardiovasculares como
hemorragias (FABIOLA et al., 2001; MASFERRER et al., 1994; RAJAKARIAR; YAQOOB,;
GILROY, 2006).



Assim, observa-se que grande parte das drogas anti-inflamatorias disponiveis
comercialmente exercem uma ampla gama de efeitos indesejaveis significativos que podem
restringir seu uso. Atualmente, existe um grande interesse na procura por novos agentes
terapéuticos a partir de fontes naturais (IWALEWA et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2011).

Estudos prévios da atividade anti-inflamatéria da LCc, realizados por Vanderlei et
al. (2010), demonstraram que a LCc apresentou efeito anti-inflamatério no modelo cléssico de
edema de pata e peritonite induzidos por carragenana. Portanto, no presente estudo foi
verificado se a lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides apresenta efeitos nos
processos inflamatorios (vascular e celular), induzido por agentes flogisticos, além de avaliar
seu possivel efeito edematogénico.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar parcialmente a estrutura da lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides e avaliar o envolvimento da via da heme oxigenase-1 e das principais

citocinas no seu efeito anti-inflamatério em modelos cléassicos de inflamacé&o.

2.2 Especificos

Extrair as proteinas da alga marinha verde Caulerpa cupressoides em tampéao Tris-HCI
25 mM, pH 7,5;

Isolar a lectina (LCc) presente no extrato protéico total da alga marinha C. cupressoides
por cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose;

Determinar a massa molecular aparente da LCc por eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE-SDS) na auséncia e presenca de -mercaptoetanol;

Determinar a sequéncia dos aminoacidos da extremidade aminoterminal da LCc seguido
a metodologia de degradacédo de Edman;

Caracterizar parcialmente a estrutura da lectina de C. cupressoides por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear unidimensional de *H;

Avaliar os efeitos anti-inflamatorios da LCc utilizando o modelo de edema de pata frente
aos indutores de inflamacédo carragenana e dextrana;

Determinar a atividade enzimatica da mieloperoxidase presente nos tecidos da pata dos
animais;

Avaliar os efeitos anti-inflamatorios da LCc na via da heme oxigenase (HO-1);

Avaliar os efeitos anti-inflamatorios da LCc durante a fase vascular do processo
inflamatério utilizando o modelo de edema de pata frente aos mediadores inflamatorios
bradicinina, serotonina e histamina;

Realizar as analises histoldgicas do tecido subplantar dos grupos tratados com LCc;



e Auvaliar a participagdo das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e da HO-1 nos tecidos da pata
dos animais utilizando a técnica de imuno-histoquimica;

e Auvaliar um possivel efeito edematogénico da LCc utilizando 0 modelo de edema de pata.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Drogas e Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades
analiticas adequadas. Os reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho foram:

Albumina serica bovina (BSA), Coomassie Brilliant Blue G-250, tripsina, Tris
(Hidroximetil) aminometano (Tris), DEAE-Celulose (Sigma Chemical Co., St. Louis,
U.S.A).

SolucBes e drogas usadas no ensaio de inflamagédo: Carragenana lambda tipo 1V
(Sigma, St. Louis, MO, USA); Dextrana (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA); Zinco
protoporfirina IX (ZnPP 1X) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA); Dexametasona
(Decadron®, Anapolis, GO, Brasil); Pentoxifilina (SEM, Sdo Bernardo do Campo, SP,
Brasil); Meclizina (APSEN, Santo Amaro, SP, Brasil); L-N-nitro-arginina-metil-éster (L-
NAME) (Sigma, St. Louis, MO, USA); fostato de potassio monobasico, fosfato de potassio
dibasico, brometo de hexadecitrimetilaménio (HTAB) (Sigma®, USA), Histamina (Sigma®,
USA); Hidrato de cloral (Vetec; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi utilizado pra anestesiar os

animais.

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com massa corporea variando entre 190 e 240 g
(n=6), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos
em sala com temperatura ambiente adequada. Os animais receberam agua e racdo ad libitum.
Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos animais

utilizados. Os ensaios com os animais receberam a aprovacio da Comissdo de Etica em



Pesquisa Animal da UFC (CEPA n° 80/10) e seguiram os padrBes exigidos de ética e
biosseguranga, respeitando os principios dos 3R’s da experimentagdo animal (“reduction,

replacement and refinement”, ou seja, reducdo, substituicdo e refinamento).

3.1.3 Células Sanguineas

Para a determinacdo da atividade hemaglutinante, amostras de sangue foram
obtidas de coelho albino adulto e sadio, mantido no Biotério do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da UFC.

3.1.4 Alga Marinha

A alga marinha verde Caulerpa cupressoides foi coletada em rochas do meso-
litoral na praia de Flexeiras no municipio de Trairi-Ceara durante o periodo de maré baixa (-
0,1 a 0,1m). Posteriormente, conduzida em caixas isotéermicas e estocada (-20 °C) no
Laboratorio de Carboidratos e Lectinas (CarbolLec) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara (UFC). No laboratorio, as algas foram
limpas para a retirada de epifitas e/ou organismos incrustantes, lavadas com agua destilada e

estocadas para posterior uso.

Um exemplar da alga, identificada como a espécie Caulerpa cupressoides var.
lycopodium Weber-van Bosse foi depositada no Herbario Prisco Bezerra (EAC) do

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara com o nimero 4977 (Figura 4).



Figura 4 — Aspecto macroscopico da alga marinha Caulerpa cupressoides (A) e sua

classificacdo taxondmica (B).

Filo: Chlorophyta

Classe: Bryopsidophyceae

Ordem: Bryopsidales

Familia: Caulerpaceae

Geénero: Caulerpa Weber-van Bosse,
1898.

Epiteto especifico: cupressoides

Nome botanico: Caulerpa cupressoides
Var. lycopodium (J. Agardh) Weber-van
Bosse, A.

Fonte: Wendy Guiry in Guiry, 2012 e Vanderlei, 2008.

3.2 Métodos

3.2.1 Extracédo e Isolamento da Lectina da Alga Marinha Verde C. cupressoides

O isolamento da lectina da alga marinha verde C. cupressoides foi realizada
utilizando a metodologia descrita por Benevides et al. (2001) com modificacbes feitas por
Vanderlei et al. (2010).

3.2.1.1 Preparacédo do Extrato Total

Apds descongelamento e secagem da alga em papel de filtro, 500 g de alga fresca
foram trituradas em almofariz de porcelana na presenca de nitrogénio liquido e submetidas a
extragdo das proteinas soltveis com tampé&o Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 (TB), na propor¢éo de

1:4 (m/v; alga:tampdo). Apds agitacdo constante de 4 horas, o homogenato foi filtrado em



tecido de nylon e em seguida centrifugado a 6.000 x g por 30 min a 4 °C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante obtido foi liofilizado, sendo denominado de extrato total (Figura
5).

3.2.1.2 Cromatografia de Troca I6nica em Coluna de DEAE-Celulose

O extrato total obtido foi submetido a cromatografia de troca iénica em coluna de
DEAE-Celulose. A coluna foi equilibrada com TB e o extrato, previamente dissolvido no
mesmo tampado, foi aplicado na coluna. Ap6s completa eluicdo da fragcdo ndo retida na coluna
com tampao de equilibrio, foi realizada a eluicdo da fracdo adsorvida na matriz por adicdo de
NaCl 0,5 M ao tampé&o de equilibrio. Foi mantido um fluxo constante de 3mL/tubo/min e as
absorbancia foram lidas a 280 nm. A fragdo contendo atividade hemaglutinante foi reunida,
dialisada contra &gua destilada e liofilizada. A lectina de C. cupressoides (LCc) foi entédo
obtida (Figura 5).

3.2.1.3 Cromatografia de Afinidade em Coluna de Sephadex G-100

A fracdo ativa contendo atividade hemaglutinante obtida na cromatografia de
DEAE-celulose foi submetida a cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de
Sephadex G-100 equilibrada com TB. Apds completa eluicdo da fracdo ndo retida na coluna
com o tampao de equilibrio, foi realizada a elui¢do da fracdo adsorvida na matriz por adi¢éo
de glicose 0,1 M ao tampdo de equilibrio. Foi mantido um fluxo constante de 30 ml/ hora,
coletando fracdes de 3 ml por tubo e as absorbancias lidas a 280 nm. A fracdo retida (PII)
apos dialise contra acido 37 acético 0,1 M seguida de dialise contra agua destilada foi
utilizada para determinacdo da atividade hemaglutinante e liofilizada para posteriores

determinacdes.



Figura 5 — Esquema de Extracédo e Purificagdo da Lectina da Alga Marinha Verde C.
cupressoides (LCc).

Alga Marinha Fresca

-Maceragéo com N, liquido;
-Contato com T. Tr1s-HCI 25 mM, pH

-Agitagdopor4 h e filtragido em
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-Centrifuga¢io 6000x g; 30 min; 4 °C
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Esquema de extracdo e purificacdo da lectina de C. cupressoides segundo Benevides et al. (2001) com

modificacdes realizadas por Vanderlei et al. (2010).

3.2.2 Determinacao do Teor de Proteinas Totais

As concentracdes de proteinas sollveis no extrato total e nas etapas de purificacéo
da lectina foram determinadas segundo o método de Bradford (1976). Apds 10 min de contato
das amostras com o reagente de Bradford, a temperatura ambiente, as absorbancias foram
lidas a 595 nm no espectrofotémetro. A concentragdo do teor de proteinas totais foi estimada

com relagdo a uma curva padrao, utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA).



3.2.3 Determinacao da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram feitos através de diluicGes seriadas
em tubos de ensaio. Em cada tubo, foram adicionados 100 pl de NaCl 0,15 M. No primeiro
tubo foram adicionados 100 pl da amostra e uma série de dilui¢des duplas foram feitas (1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-se completamente antes de cada transferéncia. A
cada diluicdo foram adicionados 100 pl de eritrécitos tripsinizados de coelho a 2% e a reacao
foi incubada a temperatura ambiente por 60 min, conforme descrito por Ainouz et al. (1992).
Posteriormente, o ensaio foi centrifugado a 2.000 x g por 30 s e os resultados foram lidos
macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidades de hemaglutinacdo (UH/mL), que é

o0 inverso da maior diluicdo da amostra que apresentou nitida aglutinacao.

3.2.4. Ensaio de Inibi¢ao da Atividade Hemaglutinante

Para os ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante, uma aliquota da fragéo
contendo a hemaglutinina de C. cupressoides, encerrando 16 UH/ml, foi diluida com salina
(NaCl 0,25 M) na proporcao de 1:4 (v/v; amostraitampéo) e da solugdo resultante foram
retiradas aliquotas de 100 ul que foram transferidas para tubos de ensaio contendo igual
volume de solucgdes diluidas em série (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.) a partir de solucGes
estoque de acucares simples na concentracdo de 100 mM ou de glicoproteinas na
concentracdo de 5 mg/ml (D-galactosamina, o-lactose, P-lactose, D-galactose, D-
glucosamina, D-fucose, N-acetilglicosamina, Mucina, Sulfato de condroitina, Sulfato de
condroitina (C-4S) e Sulfato de condroitina (C-6S). Os tubos permaneceram 60 min a
temperatura ambiente e apoOs este periodo foram adicionados 200 ul de suspensdo de
eritrocitos de coelho a 2% tripsinizados. Os tubos foram deixados em repouso por mais 60

min a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugados a 2.000 x g por 30 s.

A especificidade da lectina foi determinada observando-se os aglcares ou
glicoproteinas capazes de inibir a atividade hemaglutinante e os resultados expressos com
base na concentracdo minima do composto que ainda foi capaz de causar inibi¢do, segundo

metodologia descrita por Benevides et al. (2001).



3.2.5. Eletroforese Unidimensional em Gel de Poliacrilamida

O grau de pureza das fracGes com atividade hemaglutinante foi acompanhado por
eletroforese em condigdes desnaturantes (PAGE-SDS) em gel de poliacrilamida a 15%, na
presenca de B-mercaptoetanol, segundo o método de Laemilli descrito por Hames (1998).

As bandas proteicas obtidas foram reveladas mediante coramento com uma
solucdo de Coomassie R-250 a 2% dissolvido em &cido acético, metanol e 4gua na proporgao
de (10: 45: 45), contendo &cido picrico 0,2 M (STEPHANO; GOULD; ROJAS-GALICIA,
1986). Os marcadores de migracéo eletroforética empregados foram: fosforilase b (97,0 kDa)
albumina sérica bovina (66,0 kDa); ovoalbumina (45,0 kDa); anidrase carbdnica (30,0 kDa);
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

3.2.6 Caracterizacao Estrutural Preliminar da LCc

3.2.6.1. Sequenciamento dos Aminoacidos da Extremidade Aminoterminal (NH-terminal)

A seqiiéncia de aminoacidos NH,-terminal da LCc foi determinada de acordo com
0 método de degradacdo de Edman. A LCc foi dissolvida em agua ultrapura e aplicada no
sequenciador automatico (Shimadzu, modelo PPSQ-23A), sob condi¢bes recomendadas pelo

fabricante.

A sequiéncia obtida foi comparada aquelas depositadas no banco de dados NCBI,
por meio do pacote de algoritmos de busca BLAST-protein  blast
(HTTP://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).



3.2.6.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear Unidimensional *H (*H-RMN)

O espectro de RMN da LCc foi obtido por deteccdo direta de H em
espectrometro modelo Bruker DRX 600 MHz, utilizando uma sonda de tripla ressonancia de
5 mm. A LCc (3 mg) foi dissolvida em 0,5 ml de D,0 a 99,9%. O experimento foi realizado
a 25 °C com supressdo de D,O por pré-saturacdo. Posteriormente, foi realizada a analise do
espectro obtido através do programa Spin work Versdo 3.1.7, sendo os resultados obtidos
comparados com o espectro da LCc obtida por cromatografia em Sephadex G-100.

3.2.8 Atividade Anti-inflamatéria

Os estudos da atividade anti-inflamatéria da LCc foram realizados utilizando ratos
no modelo de edema de pata induzido por carragenana, dextrana, serotonina, histamina ou

bradicinina. Todos esses ensaios foram realizados na auséncia e presenca do hapteno da LCc.

3.2.8.1 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Carragenana

O modelo do edema de pata induzido por carragenana (Cg) foi realizado segundo
0 método de Winter, Risley e Nuss (1962). Cg (700 pg/pata; 100 pL) ou salina estéril (0,9%;
100 pL) foi injetada por via intraplantar (i.pl.) na pata direita de ratos Wistar. Grupos de seis
animais foram tratados (i.v.) 30 min antes da Cg com LCc nas doses de 0,1; 1,0 ou 10,0
mg/kg (0,1 mL/100 g de peso). Dexametasona (1,0 mg/kg; s.c.), um glicocorticoide sintético
com potentes propriedades anti-inflamatorias e imunosupressoras (ASSREUY et. al., 2008),

foi administrada, 1 h antes da Cg, como controle positivo.

Os volumes da pata de cada animal foram medidos através de hidropletismémetro
(Panlab, Espanha) antes da injecdo do estimulo inflamatorio (tempo zero) e nos intervalos de
1, 2, 3, 4 h apds a administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado pela variacéo

do volume deslocado pela pata, calculando-se a diferenca a partir do volume bazal, tempo



zero (LANDUCCI et al., 1995). Ao téermino do ensaio, 0s animais foram eutanasiados com
hidrato cloral (10%), e a porcdo inferior da pata foi extraida e fixada com formol tamponado
para as analises histopatoldgicas.

3.2.8.2 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Dextrana

O modelo do edema de pata induzido por dextrana foi realizado segundo o
método de Maity et al. (1998). Dextrana (400 pg/pata; 100 pL) ou salina estéril (0,9%; 100
pL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos Wistar. Grupos de seis animais foram tratados
(i.v.) 30 min antes da Dextrana com LCc nas doses de 0,1; 1,0 ou 10,0 mg/kg (0,1 mL/100 g
de peso).

Os volumes da pata de cada animal foram medidos através de hidropletismémetro
antes da injecdo do estimulo inflamatorio (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3,4 h
apos a administracdo do agente inflamatdrio. O edema foi calculado pela variacdo do volume
deslocado pela pata, calculando-se a diferenca a partir do volume bazal, tempo zero
(LANDUCCI et al., 1995). Ao término do ensaio, 0s animais foram eutanasiados com hidrato
cloral (10%).

3.2.8.3 Edema de Pata Induzido por Histamina, Bradicinina e Serotonina

O edema de pata com histamina, serotonina ou bradicinina foi realizado conforme
metodologia descrita por Maling et al. (1974) com algumas modificagdes. A histamina (100
pg/pata, 100 uL), bradicinina (30 pg/pata, 100 pL) ou serotonina (20 pg/pata, 100 pL) foram
injectados s.c. na pata posterior direita de ratos. Os animais foram pré-tratados com LCc (1,0
mg/kg; i.v.) ou solucdo salina estéril (NaCl 0,9%; 100 uL) 1 hora antes dos estimulos. Os
animais controle receberam o mesmo volume de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%; 100 pL).
Os volumes da pata de cada animal foram medidos através de hidropletismémetro (Panlab,
Espanha) antes da injecdo do estimulo inflamat6rio (tempo zero) e nos intervalos de 30 min,

1, 2, 3, 4 h apds a administracdo do agente inflamatorio. O edema foi calculado pela variagéo



do volume deslocado pela pata, calculando-se a diferenca a partir do volume bazal, tempo
zero (LANDUCCI et al., 1995). Ao término do ensaio, 0s animais foram eutanasiados com
hidrato cloral (10%).

3.2.8.4 Avaliacéo da Atividade da Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos
granulos azurofilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da

infiltracdo de neutréfilos nos processos inflamat6rios (POSADAS et al., 2004).

Para dosagem, 50 a 70 mg de tecido da pata, depois de pesados, foram
adicionados em tampdo fosfato de potassio 50 mM com 0,5% de brometo de
hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50 mg de tecido/mL) e posteriormente homogeneizados em
um homogeneizador de tecidos (Politron). A seguir, 0 homogenato foi centrifugado a 4500
rpm por 12 min a 4 °C, e o sobrenadante foi colhido. A atividade da MPO/mg de tecido foi
aferida atraves da técnica descrita por Bradley et al. (1982), utilizando peroxido de hidrogénio
a 1% como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO ¢ definida como aquela
capaz de converter 1 mmol de peroxido de hidrogénio em agua em 1 min a 22 °C. Durante o
ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio é degradado, ocorre a producdo do anion
superdxido, responsavel pela conversédo de o-dianosidina em um composto de cor marrom. Os

resultados foram expressos como unidades da atividade de MPO/mg de tecido.

3.2.8.5 Analise do Envolvimento da Via da Heme oxigenase-1 (HO-1) na Atividade Anti-

inflamatéria da LCc

A analise do envolvimento da via da heme oxigenase-1 (HO-1) na atividade anti-
inflamatéria da LCc foi realizada segundo a metodologia descrita por Freitas et al. (2006),
com algumas modificacdes (VANDERLEI et al., 2011). Ratos foram pré-tratados com zinco
protoporfirina (ZnPP) IX, inibidor da enzima HO-1, (3 mg/kg; s.c.), passada 1 h, foram,
entdo, tratados com LCc (1,0 mg/kg; i.v.). Ap6s 30 min, Cg (700 pg/pata; 100 uL; i.pl.) foi



injetada. Um grupo adicional recebeu salina estéril (0,9%; 100 pL; i.pl.). Os volumes da pata
de cada animal foram medidos através de hidropletismémetro (Panlab, Espanha) antes da
injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3, 4 h apés a
administragdo do agente inflamatorio. O edema foi calculado pela variacdo do volume
deslocado pela pata, calculando-se a diferenca a partir do volume bazal, tempo zero
(LANDUCCI et al., 1995). Ao término do ensaio, 0os animais foram eutanasiados com hidrato
cloral (10%).

3.2.8.6 Analise Histoldgica do Tecido Subplantar

Na 42 hora ap0s a indugdo do edema com carragenana, 0s animais tratados com a
LCc (0,1, 1,0 ou 10 mg/kg) foram eutanasiados com cloral hidratado (10%). Para realizagédo
da anélise histologica, amostras do tecido subplantar foram retiradas das patas e fixadas em
formol 10% tamponado por 24 h e, posteriormente, desidratadas e emblocados em parafina,
sendo submetidos a cortes de 5 pum de espessura, corados com hematoxilina-eosina (HSU;
RAINE, 1981) e montados em laminas de vidro. As laminas foram analisadas em microscopio
de luz Leica acoplado ao computador com aumento de 100 X, atribuindo escores de 0 a 4 de
acordo com a intensidade dos achados, a saber: 0 - auséncia de infiltrado celular inflamatorio,
1 - infiltrado celular inflamatorio discreto, 2 - infiltrado celular inflamatorio leve, 3 -
infiltrado celular inflamatorio moderado, 4 - infiltrado celular inflamatorio intenso,

observados no tecido epitelial e no tecido conjuntivo.

3.2.8.7 Ensaio de Imunohistoquimica

Para a realizacdo do ensaio de imuno-histoquimica foi utilizado o grupo tratado
com a dose de LCc (10,0 mg/kg) que apresentou efeito anti-inflamatorio significativo. Os
animais foram submetidos a eutanasia com hidrato cloral 10%. Amostras do tecido subplantar
foram retiradas das patas e fixadas em formol 10% tamponado por 24 h e, posteriormente,

desidratadas e emblocados em parafina, sendo submetidos a cortes de 5 pum de espessura e



montados em laminas de vidro previamente preparadas com adesivo a base de organosilano

(3-aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co®, St Luis, MO, EUA).

Os cortes foram submetidos aos anticorpos priméarios TNFa, IL-1pB, IL-6 e HO-1
utilizando meétodo de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981).
Resumidamente, a técnica consistiu nos seguintes passos: 0s cortes histolégicos foram
desparafinizados, reidratados em xilol (dois banhos durante 10 min cada), imersos em trés
passagens de alcool absoluto, lavados em agua corrente e, posteriormente, foi submetido a
uma passagem em agua destilada.

A recuperagdo antigénica foi realizada com citrato em pH 6,0 durante 30 minutos
a temperatura de 99 °C. Apds retornar a temperatura ambiente, foi realizado bloqueio da
peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio a 3% durante 10 minutos. Os cortes foram
incubados com anticorpo priméario de coelho anti-HO-1, anti-TNFa, anti-IL-1f ou anti- IL-6
ou (Santa Cruz), por 60 min a temperatura ambiente, na diluicdo de 1:50 em PBS com
albumina sérica bovina (PBS-BSA), e, posteriormente, lavados com solucéo de PBS.

Os cortes foram entdo incubados com o anticorpo secundario LSAB Kit (DAKO,
Carpinteria, CA, EUA) por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita
incubacdo em solucdo cromdgena preparada com 3,3 diaminobenzidine (DAB), durante 10
minutos em camara escura. Controles negativos foram processados simultaneamente como
descritos acima, porém o primeiro anticorpo foi substituido por PBS-BSA 5 %. Os cortes
foram entdo lavados em agua corrente e, em seguida, com agua destilada. A contra-coloracéo
foi realizada com hematoxilina, seguida de desidratacdo em uma série de concentracdes de
alcool, diafinizadas em xilol e, por fim, a laminula foi colocada. Como controle positivo foi

utilizado corte de tecido que foi submetido ao edema por carragenana.

As laminas foram avaliadas em microscépio KIKON Eclipse E200, e fotografadas
em microscopio LEICA acoplado a computador com aumento de 400 x. Os parametros de
positividade da marcacdo imunohistoquimica do antigeno em todos os cortes inluidos
consistiram nas células que exibiram coloracdo acastanhada no seu citoplasma, independente

da intensidade de imunomarcacao.



3.2.8.8 Avaliacéo do Efeito Edematogénico da LCc

3.2.8.8.1 Ensaio de Edema de Pata Induzido por LCc

Para avaliar o possivel efeito edematogénico da LCc em ratos, LCc (0,1, 1,0 ou
10,0 mg/kg), foi injetada na pata posterior direita dos animais (100 uL /pata; n= 6).

Os volumes da pata de cada animal foram medidos através de hidropletismdémetro
(Panlab, Espanha) antes da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de
30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h apds a administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado
pela variacdo do volume deslocado pela pata, calculando-se a diferenca a partir do volume
bazal, tempo zero (LANDUCCI et al., 1995). Ao término do ensaio, 0s animais foram
eutanasiados com hidrato cloral (10%).

3.2.8.8.2 Modulacdo Farmacoldgica da Atividade Edematogénica da LCc

A modulacdo farmacologica foi realizada para investigar quais mediadores
inflamatdrios estdo envolvidos no efeito edematogénico da LCc, quando esta é aplicada
diretamente na pata, segundo metodologia descrita por Aradjo, et al. (2011). Para isso, LCc
(10,0 mg/kg; 100 plL/pata) foi injetada na pata direita traseira dos ratos (n=6) 30 min ou 1
hora apds o tratamento com os seguintes farmacos: indometacina (5 mg/kg; s.c.; 1 h), um
potente inibidor ndo seletivo da enzima ciclo-oxigenase; dexametasona (1mg/kg; s.c.; 1 h),
um anti-inflamatorio e imunossupressor, L-NAME (30 mg/kg; i.p.; 30 min), um inibidor ndo
especifico de éxido nitrico sintase (ASSREUY et al., 2009); pentoxifilina (90 mg/kg; s.c.; 1
h), um inibidor de IL-1 e TNF-o. (CUNHA et al., 2000) ou meclizina (40 mg/kg; s.c.; 1 h), um
inibidor do receptor H; da histamina (FIGUEIREDO et al., 2009).

O grupo controle recebeu salina estéril 0,9% (s.c.) no mesmo volume da LCc
(10,0 mg/kg; s.c.; 100 uL). Os volumes da pata de cada animal foram medidos através de
hidropletismémetro (Panlab, Espanha) antes da injecdo do estimulo inflamatorio (tempo zero)

e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3, 4 e 5 h apds a administracdo do agente inflamatorio. O



edema foi calculado pela variagdo do volume deslocado pela pata, calculando-se a diferenca a
partir do volume bazal, tempo zero (LANDUCCI et al., 1995). Ao término do ensaio, 0S
animais foram eutanasiados com hidrato cloral (10%).

3.2.9. Andlises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média+ E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Para
a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos, foi realizada Analise de Variancia
(Two-way ANOVA) e seguida pelo teste de Bonferroni. A analise histopatologica, os dados
foram expressos em medianas e foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e Dunn’s para

diferenciagéo estatistica. Foram considerados significantes os resultados com P<0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e Purificacdo da Lectina da Alga Marinha Verde Caulerpa cupressoides

A lectina da alga marinha Calerpa cupressoides (LCc) foi purificada por
aplicacdo do extrato total em cromatografia de troca-idnica em coluna de DEAE-celulose. O
procedimento de troca-ibnica mostrou a presenca de dois picos protéicos, onde o primeiro
pico (P 1) ndo retido na coluna e livre de atividade hemaglutinante foi eluido com o tampdo de
equilibrio da coluna (TB). O segundo pico (P I1) foi eluido com 0 mesmo tampao, contendo
0,5 M de NaCl apresentando-se levemente pigmentado e com atividade hemaglutinante
(Figura 6).



Figura 6 — Cromatografia de Troca I0onica em Resina de DEAE-Celulose do Extrato
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz e Renata L. C. Rivanor.

O pico ndo retido (P 1) foi eluido com o tampé&o de equilibrio (TB) e o pico adsorvido na coluna (P 1), eluido

com tamp&o TB contendo NaCl 0,5 M. Foram coletadas as fragbes 3 mL/tubo. (@—@) Absorbancias a 280 nm;

(‘—‘) Atividade hemaglutinante total (UH Total). (l) Eluicdo das fracdes com o TB contendo NaCl 0,5 M.

A fracdo proteica contendo atividade hemaglutinante (PII-DEAE), apresentou um
rendimento de 36% do extrato total. Este rendimento também é considerado semelhante ao
obtido para a espécie de alga marinha vermelha P. capillacea por, Silva et al. (2008) que
obtiveram um rendimento de 38%. Esse rendimento foi superior quando comparado ao obtido
por Lima et al. (2005) para a lectina da alga Gracilaria cérnea cujo rendimento de 4,5%. A
eletroforese em condigdes desnaturante (PAGE-SDS) em presenca do agente redutor f-
mercaptoetanol demonstrou uma unica banda eletroforética sugerindo o grau de pureza da
LCc (Figura 7).



Figura 7 — Eletroforese (PAGE-SDS) do PI- DEAE da Alga Marinha Verde C.

cupressoides.
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Eletroforese PAGE-SDS na presenca de B-mercaptoetanol da LCc. 1. Marcadores [fosforilase b (97,0 kDa)
albumina sérica bovina (66,0 kDa); ovoalbumina (45,0 kDa); anidrase carbonica (30,0 kDa); inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa)];2. LCc na presenca de 2-mercaptoetanol (2a: 10 pL e 2b: 20 pL).

A eletroforese apresentou uma banda proteicas com peso molecular aproximado
de 17 kDa semelhante ao obtido por Vanderlei et al. (2010).

4.1.2 Caracterizagdo Estrutural Preliminar da LCc

4.1.2.1. Sequenciamento dos Aminoacidos da Extremidade Aminoterminal (NH,-terminal)

Na determinacéo do sequenciamento de residuos de aminoacidos da extremidade
amino-terminal foi observada que a proteina LCc apresentou 31 residuos, que apresentaram a
seguinte  sequéncia. KGTCALDDRLEPGFARAGEAFRQTTAKDATS. Apés o
alinhamento dessa extremidade NH2-terminal com sequéncias protéicas ndo redundantes

através do algoritmo BLASTp, foi observado que LCc apresenta identidade com as proteinas



das microalgas Chlamydomonas reinhardtii, Ostreococcus tauri e Volvox carteri f.
nagariensis (Figura 8). Entretanto, das referidas proteinas a que apresentou uma maior
identidade com a sequéncia NH2-terminal obtida para a LCc foi a da proteina da alga verde
unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Figura 9). Essas duas proteinas apresentam 43% de
identidade nas suas extremidades NH2-terminal, diferindo nas posices de dezesseis residuos
de aminoécidos (Figura 9).

Figura 8 — Alinhamentos Encontrados para a Sequéncia NH,-terminal da LCc.

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max ident
XP 0016894681.1 predicted protein [Chlamydomonas reinhardtii] =gb|EDP09219.1| predict 43%
AP 003077920.1  unnamed protein product [Ostreococcus tauri] »emb|CAL52660.1| unnal 42%
AP 0025452593.1 | hypothetical protein VOLCADRAFT_89596 [Volvox carteri f. nagariensis] 39%

Fonte: HTTP://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast

Figura 9 — Alinhamento do NH,-terminal da LCc com NH2-terminal da Proteina de

Chlamydomonas reinhardtii

)-D:e:'IXE 0016594581.11 EEE predicted protein [Chlamydomonas reinhardtii]

gk |EDP0S9219.1] E predicted protein [Chlamydomonas reinhardtii]
Length=239

GENE TID: 5715144 CHLEEDRAFT 102075 | hypothetical protein
[Chlamydomonas reinhardtii] (Over 10 PubMed links)

Score = 26.2 bits (56€), Expect = 2.3, Method: Compositiocnal matrix adjust.
Identities = 12728 (43%), Positiwves = 16/28 (57%), Gaps = 0/28 (0%)

Query 2 GICALDORLEPGFARAGERAFROTTAEDRE 29
GC+ ++EPG R F QITA+ A
Skjet 198 GMCOVWVALVEPGVFEDLNNFMOTTARGR 225

Query 2 GTCALDDRLEPGFARAGEAFRQTTAKDA 29
G C + ++EPG R F QTTA+ A
Sbjct 198 GMCVVVAQVEPGVFRDLNNFMQTTARGA 225

Fonte: (NCBI; BLASTD).

Query 2: sequéncia da LCc; Subjet 198; sequéncia da Chlamydomonas reinhardtii. Os residuos de aminoacidos

que se apresentaram idénticos entre as duas sequéncias estdo marcados em amarelo.



4.1.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear unidimensional *H (*H-RMN)

Além da determinacdo do seqienciamento de residuos de aminoacidos da
extremidade amino-terminal da proteina LCc, também foi obtido um espectro de RMN da
LCc por detecgdo direta de *H em espectrometro, com o intuito de determinar parcialmente a
estrutura da proteina LCc, obtida por cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose (PII-
DEAE) e por procedimentos de cromatografia em DEAE-celulose seguido de filtragdo em gel
de Sephadex G-100 (P11-Sephadex G-100).

Na realizagdo do estudo comparativo da LCc purificada por Sephadex G-100 e
obtida por DEAE-celulose, foi demostrado uma similaridade entre os sinais obtidos em ambos
0s espectros (Figura 10).



Figura 10 — Espectros 1D de Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN em 600 MHz) da
Lectina da Alga C. cupressoides Obtida por Procedimentos Cromatogréficos de DEAE-
celulose (Perfil A) e Sephadex G-100 (Perfil B).
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Os espectros de *H-RMN das amostras foram obtidas utilizando uma frequéncia
de 600 MHz a uma temperatura de 298 K (25 °C).

Como os espectros de RMN obtidos para LCc (PlI-DEAE-celulose e PII
SEPHADEX) apresentaram similaridade, foi decidido utilizar a LCc obtida por DEAE-
celulose nos estudos posteriores (ensaios de inflamagéo).

4.2 Atividade Anti-inflamatéria

Estudos anteriores relacionados a nocicepcdo da LCc foram realizados por
Vanderlei et al. (2010). Portanto, o presente trabalho visou avaliar a LCc no processo

inflamatério.

4.2.1 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Carragenana

No ensaio de edema de pata, induzido por Cg, os resultados obtidos mostraram
que a aplicacdo da Cg (700 pg/pata; 100 pL) provocou um intenso edema, a partir da 12 hora
apos o estimulo, alcangando um nivel maximo na terceira hora (0,65£0,04 mL). O pré-
tratamento com LCc (0,1; 1,0 ou 10,0 mg/kg; i.v.) reduziu o edema de forma significativa
(p<0,05) em todas as horas apds a administracdo de Cg, quando comparado ao grupo controle
negativo (Cg) (Figura 11).

O edema de pata induzido pela injecdo de carragenana (Cg) em ratos é
caracterizado por quatro fases distintas. Na 12 fase ocorre a liberacdo de histamina e
serotonina, enquanto que a 22 e 32 fase consistem na liberacdo de citocinas e prostaglandinas,
respectivamente. A 42 hora é caracterizada pela ocorréncia de tromboxanos e leucotrienos (DI
ROSA, 1972; LO et al., 1982; MORRIS et al., 2003). A infiltracdo de neutréfilos pode ser
avaliada pela determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) nas sec¢des das
patas, em que 0s niveis teciduais de MPO correlacionam-se com a severidade da doenca
(POSADAS et al., 2004).



Figura 11 — Efeito da Administracdo de LCc da Alga C. cupressoides no Modelo de
Edema de Pata Induzido por Carragenana (Cg).
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Cg (700 pg/pata; 100 uL) ou salina estéril (0,9%; 100 uL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos Wistar.
Antes do estimulo, os animais foram pré-tratados com solucéo salina estéril 0,9% (s.c.), dexametasona (1,0
mg/kg) ou LCc (0,1; 1,0 ou 10,0 mg/kg; i.v.; 30 min). Os pontos sobre as linhas representam a média + E.P.M.
de seis animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg (ANOVA;
Teste de Bonferroni).

A LCc apresentou acentuada inibicdo do edema de pata induzido por Cg em todos
os tempos avaliados. Na dose de 0,1 mg/kg, a LCc inibiu em 47,58; 44,74; 48,13 e 45,40%,
respectivamente. A dose de 1,0 mg/kg, inibiu o edema em 38,17; 51,58; 60,03 e 78,16%,
respectivamente. E, por dltimo, a dose de 10,0 mg/kg inibiu 0 edema em 70,43; 71,05; 82,14 ¢
94,25%, respectivamente. Com rela¢do ao controle positivo dexametasona (1,0 mg/kg; s.c.),
esta também apresentou uma inibicdo do edema em 59,72; 82,92; 86,07 e 86,47%,

respectivamente, para todos os tempos avaliados.



Silva et al. (2010a), utilizando a lectina da alga marinha vermelha P. capillacea
em estudos de inflamacdo, demonstraram que a referida lectina foi capaz de inibir o edema de
pata induzido por Cg em todos os tempos avaliados. O mesmo foi demonstrado com a lectina
da alga vermelha S. filiformis que também foi capaz de inibir o edema de pata induzido por
Cg em todas as fases do processo edematogénico (ABREU, 2012).

A lectina da alga marinha vermelha H. cervicornis, quando administradas por via
i.v., também foi capaz de inibir a formacdo do edema de pata induzido por Cg a partir da 12 h
(BITENCOURT et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2010).

Vanderlei et al. (2010), realizando estudos preliminares de ensaio de edema de
pata com a LCc e utilizando somente a dose de 9,0 mg/kg, observaram uma reducao do edema
de pata induzido por Cg (90%) somente para a 22 e 3% h. Esses resultados divergiram dos
obtidos no presente estudo, tendo em vista que foi demonstrado uma redugdo significativa
para todas as doses testadas (0,1, 1,0 ou 10,0 mg/kg) ao longo de todo o periodo avaliado (da
12 até a 4% h).

4.2.2 Avaliacéo da Atividade da Mieloperoxidase

Para confirmar o efeito anti-inflamatorio da LCc, a atividade da MPO foi
determinada nos homogenatos dos tecidos das patas de ratos, que foram previamente tratados
por via intravenosa com a referida lectina (0,1, 1,0 ou 10,0 mg/kg). Os resultados obtidos
demonstraram uma reducdo significativa da atividade da MPO de maneira dose-dependente,
na ordem de 43,66; 93,55 e 96,56%, respectivamente. Com relacdo ao controle positivo,
dexametasona (1,0 mg/kg), houve uma reducdo significativa da MPO de 83,08%, nao
diferindo significativamente, quando comparada as doses de 1,0 e 10 mg/kg da LCc e ao

grupo salina (Figura 12).



Figura 12 — Estudo da Atividade da Mieloperoxidase (MPO) sobre o influxo celular no

Tecido das Patas com Processo Inflamatério Induzido por Carragenana (Cg).
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Cg (700 pg/pata; 100 uL) ou salina estéril (0,9%; 100 uL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos Wistar.
Antes do estimulo, os animais foram pré-tratados com solucdo salina estéril 0,9% (s.c.), dexametasona (1,0
mg/kg; s.c.; 1 h) ou LCc (0,1; 1,0 ou 10,0 mg/kg; i.v.; 30 min). As atividades enzimaticas foram expressas em
unidades de MPO (U/mg dos tecidos). As barras representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. *

p<0,05 indica diferenga significativa quando comparada ao grupo Cg (ANOVA,; Teste de Bonferroni).

A MPO vem sendo utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de

neutrofilos nos processos inflamatdrios (POSADAS et al., 2004).

De maneira semelhante ao observado na literatura, os niveis de MPO obtidos
neste trabalho, também mostraram-se reduzidos para o grupo submetido ao tratamento com
dexametasona, um glicocorticoide sintético com potentes propriedades anti-inflamatérias e
imunossupressoras (ASSREUY et al., 2008), considerada uma das drogas mais prescritas no
mundo para o tratamento de doencas inflamatdrias agudas e cronicas (LOWENBERG et al.,
2008; TISCHNER; REICHARDT, 2007).

A atividade hemaglutinante da LCc contra eritrocitos de coelho tripsinizados, na

presenca do seu hapteno mucina (9,76 mg/L), mostrou-se completamente inibida. No entanto,



quando a LCc (1,0 mg/kg) foi avaliada com relagdo a sua atividade antiedematogénica,
associada ao seu acucar inibidor mucina (8,0 mg/kg), ndo foi capaz de perder a sua
capacidade de reduzir o edema, mostrando assim um efeito contrario, ou seja, potencializou
seu efeito antiedematogénico. No entanto, quando a mucina foi administrada isoladamente,
ela ndo foi capaz de reduzir o edema. Esses resultados sugerem que o sitio da LCc
responsavel por atividade antiedematogénica seja diferente do seu sitio de ligagdo ao agucar
inibidor da sua atividade hemaglutinante (Figura 13).

Figura 13 — Efeito da Lectina Associada ao Seu Ligante Mucina Sobre o Edema de Pata
Induzido por Cg.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Cg (700 pg/pata; 100 yL) ou salina estéril (0,9%; 100 pL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos Wistar. 30
min antes do estimulo, os animais foram pré-tratados com solucéo salina estéril 0,9% (s.c.), LCc (1,0 mg/kg;
i.v.), LCc (1,0 mg/kg; i.v.) associada ao seu ligante mucina (8,0 mg/kg; i.v.) ou mucina (8,0 mg/kg; i.v.). Os
pontos sobre as linhas representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. * p<0,05 indica diferen¢a
significativa quando comparado ao grupo Cg (ANOVA; Teste de Bonferroni).

Contrariamente aos resultados obtidos neste trabalho, Silva et al. (2010a),
realizando estudos de atividade anti-inflamatdria para a lectina da alga vermelha P. capillacea
também em presenca do seu hapteno mucina (1,25 mg/mL), demonstraram que a referida

lectina perdeu a sua capacidade de reduzir o edema de pata induzido por Cg.



Bitencourt et al. (2008) realizaram estudos de atividade anti-inflamatoria da
lectina obtida alga marinha vermelha Hypnea cervicornis também utilizando a mucina na
avaliagdo da inibicdo do efeito antiedematogénico dessa lectina. Os resultados obtidos
demonstraram que a referida lectina perdeu a sua capacidade de reduzir o edema de pata
induzido por Cg.

4.2.3 Analise do Envolvimento da Via da Heme oxigenase-1 (HO-1) na Atividade Anti-
inflamatoria da LCc

Varios estudos tém demonstrado que a expressao da via da heme oxigenase-1 tem
consequéncias anti-inflamatorias (PAINE et al., 2010). Essa enzima € sensivel ao estresse
produzido por varios agentes oxidantes e, juntamente com seus produtos, diminui 0 processo
inflamatdrio em modelo de inflamacéo induzida por Cg em ratos (WILLIS et al., 1996). Com
base nos dados da literatura sobre a agdo da HO-1, avaliamos se o efeito anti-inflamatorio da
LCc envolve a via da HO-1. Para isso, utilizou-se zinco protoporfirina (ZnPP) IX, que € um
inibidor especifico da HO-1, resultando na inibicdo dessa via. Ele age como um inibidor
competitivo do grupo heme pertencente a estrutura da protoporfirina IX que tem a ela ligada
um atomo de ferro no seu estado ferroso (FREITAS et al., 2006; YANG et al., 2001).

Como mencionado anteriormente neste estudo, a LCc (1,0 mg/kg) inibe o edema
de pata induzido por Cg ao longo de todo periodo avaliado (1% até a 42 hora). Portanto, na
presenca de ZnPP IX, houve uma alteracdo do efeito anti-inflamatério da LCc, reduzindo a
sua capacidade anti-inflamatoria na 3?2 e 4 hora. Esses resultados sugerem que a atividade da

HO-1 esta envolvida no efeito anti-inflamatorio dessa lectina (Figura 14).



Figura 14 — Andlise do Envolvimento da Via da Heme oxigenase (HO-1) na Atividade

Anti-inflamatoria da LCc.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Antes de receber a injecdo de Cg (700 pg/pata; 100 pL) ou salina estéril (0,9%; 100 pL) foi injetada (i.pl.) na
pata direita de ratos Wistar, alguns grupos de animais receberam a LCc (1,0 mg/kg; i.v.) com ou sem ZnPP IX
(3,0 mg/ s.c.) Os pontos representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca

significativa quando comparado ao grupo Cg (ANOVA,; Teste de Bonferroni)

A sua expressdo, em resposta a diferentes mediadores inflamatérios, pode
contribuir para tratamento de inflamagdo. Além disso, ela tem efeitos protetores contra
injdrias oxidativas em varios 6rgaos devido a sua sensibilidade a varios agentes oxidantes. Por
essa razdo, alguns farmacos utilizados no controle dos danos celulares, principalmente
oxidativos, agem pela via da HO-1 (GRANGEIRO et al., 2011).

Os resultados do presente estudo foram semelhantes aos obtidos da lectina da alga
marinha vermelha S. filiformis, isolada por Abreu (2012), em que a lectina em combinacéo

com ZnPP IX foi capaz de reverter o efeito anti-inflamatério da lectina isolada.



4.2.4 Ensaio de Edema de Pata Induzido por Dextrana

Dextrana é considerada um agente osmatico classico (LO; ALMEIDA; BEAVEN,
1982), que promove a liberagdo de aminas vasoativas, como histamina, serotonina e
bradicinina, causando um edema osmotico, sendo caracterizada por um aumento da
permeabilidade vascular (LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982).

A administracdo da Dextrana (400 pg/pata; 100 pL; s.c.), semelhante a Cg,
também induziu um edema significativo com volume méximo de 0,76 +0,16 mL, apos a 12
hora do estimulo, quando comparado ao grupo salina. A administragdo da LCc nas doses de
0,1, 1,0 ou 10,0 mg/kg, 30 min antes do edema induzido por dextrana, inibiu
significantemente o edema ao longo de todo periodo avaliado (30 min, 1, 2, 3 e 4 h). A LCc
avaliada no tempo de 1 hora, inibiu significativamente e de forma dose-dependente o edema
em 17,34% na dose de 0,1 mg/kg; em 44,65% na dose de 1,0 mg/kg e em 59,26% na dose de
10,0 mg/kg (Figura 15).

O modelo de edema de pata induzido por dextrana permite a avaliacdo da
atividade de novos agentes anti-inflamatorios em processos mediados predominantemente por
histamina (LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982).

Desta forma, pode-se sugerir neste trabalho, que a LCc pode estar relacionada
com eventos vasculares da inflamacdo, como o edema osmotico, envolvendo possivelmente a
supressdo da liberacdo de alguns mediadores pelos mastdcitos, tais como histamina,
serotonina ou bradicinina (ROOME, et al., 2008).

Pouco sdo os estudos relacionados a lectinas de algas que tenham apresentado
algum efeito sobre o edema de pata induzido por dextrana. A lectina da alga vermelha H.
cervicornis, administrada por via i.v., apesar de ter apresentado efeito antiedematogénico no
edema induzido por carragenana, ndo apresentou o mesmo efeito quando o edema foi
induzido por dextrana (BITENCOURY et al., 2008). Em adi¢do, a lectina da alga S. filiformis
foi capaz de reduzir os edemas induzidos por dextrana e carragenana nas doses de 1,0; 3,0 ou
9,0 mg/kg (ABREU, 2012). Com relacdo a estudos de inflamacédo realizados com lectinas de
plantas superiores, foi demonstrado que a lectina de sementes de Araucaria angustifolia,
também administrada por via i.v., inibiu 0 edema de pata induzido por carragenana e dextrana
(MOTA et al., 2006; SANTI-GADELHA et al., 2006).



Figura 15 — Efeito da Administracdo de LCc da Alga C. cupressoides no Modelo de
Edema de Pata Induzido por Dextrana.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Dextrana (400 pg/pata; 100 pL) ou salina estéril (0,9%; 100 pL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos
Wistar. Antes do estimulo, os animais foram pré-tratados com solucéo salina estéril 0,9% (s.c.) ou LCc (0,1; 1,0
ou 10,0 mg/kg; i.v.; 30 min). Os pontos sobre as linhas representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo.
* p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Dextrana (ANOVA,; Teste de Bonferroni).

Quando associada ao seu acucar ligante mucina (8,0 mg/kg), LCc (1 mg/kg)
perdeu a capacidade de reduzir o edema induzido por dextrana, ndo diferindo
signifiativamente do grupo dextrana (Figura 16).

Estes mesmo efeito também foi observado para a lectina da alga marinha
vermelha Hypnea cervicornis, associada ao acucar ligante a mucina (10,0 mg/kg)

(BITENCOURT et al., 2008) e para a lectina da alga vermelha S. filiformis associada ao
acucar ligante manana (ABREU, 2012).



Figura 16 — Efeito da Lectina Associada ao Seu Ligante Mucina Sobre o Edema de Pata
Induzido por Dextrana.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Dextrana (400 pg/pata; 100 pL) ou salina estéril (0,9%; 100 pL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos
Wistar. 30 min antes do estimulo, os animais foram pré-tratados com LCc (1,0 mg/kg; i.v.), LCc (1,0 mg/kg; i.v.)
associada ao seu ligante mucina (8,0 mg/kg; i.v.) ou mucina (8,0 mg/kg; i.v.). Os pontos sobre as linhas
representam a media = E.P.M. de seis animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca significativa quando

comparado ao grupo Dextrana (ANOVA, Teste de Bonferroni).

4.2.5 Edema de Pata Induzido por Histamina, Bradicinina ou Serotonina

Como a LCc mostrou-se capaz de reduzir o edema de pata induzido por dextrana,
avaliamos o seu efeito na dose de 1,0 mg/kg nos ensaios de edema de pata induzidos pelos
mediadores inflamatdrios histamina (100 pg/pata, 100 pL), bradicinina (30 pg/pata, 100 pL)
ou serotonina (20 pg/pata, 100 pL) por via s.c., com a finalidade de demonstrar se o efeito

inibitorio da inflamacao ocasionado pela LCc esta relacionado com esses mediadores.

O resultado obtido mostrou que somente o edema induzido por histamina
apresentou uma inibicdo do edema de maneira significativa para o volume maximo de
inducdo do edema (0,24+0,09mL, 30 min) sugerindo que a LCc atua como um

antihistaminico (Tabela 1).



A histamina interage com os receptores inflamatérios Hj, H,, Hs e Hy, sendo que
0s receptores Hj estdo localizados, dentre outros locais, nos vasos sanguineos. Os receptores
H. localizam-se predominantemente na mucosa gastrica; enquanto que receptores Hs séo
frequentemente expressos no SNC, e o0s receptores Hy sdo encontrados em células
hematopoiéticas periféricas como eosindfilos, neutrofilos e células TCD4" (MAINTZ;
NOVAK, 2007; RABER, 2007). Fa&rmacos como a loratadina, cimetidina e tioperamida agem
especificamente nos receptores Hi, H, e Hs, respectivamente (SOUSA et al., 2011;
THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008). Foi observado que extratos de algas com o
de Enteromorpha linza, Chlorella vulgaris, Fucus vesiculosus e Spirulina platensis, possuem
a capacidade de impedir a liberacdo de histamina a partir dos mastécitos (PRICE; SANNY;
SHEVLIN, 2002).

A serotonina € uma indolamida, produto da hidroxilacdo e carboxilacdo do
aminoécido L-triptofano (LAZAROU; POMERANZ; COREY, 1998). E responsavel por
aumentar a permeabilidade dos vasos sanguineos (MAJNO; PALADE, 1961). E um potente
agente inflamatorio, quando comparada com a histamina em edema de pata de ratos
(MALING, et al., 1974). Ela é um mediador da resposta peristaltica intestinal e quando em
excesso, a sua acdo pode ser vista como uma resposta protetora para a infeccdo, o que facilita

uma rapida remocéo de organismo infectantes do intestino (SPILLER, 2007).

A bradicinina € um nonapeptidio pré-inflamatério autacoide, também descrito
como cinina plasmatica, que atua localmente, produzindo dor, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e sintese de prostaglandinas (GILMAN et al., 2006). Possui
receptores do tipo B; e B,. Os receptores B1 sdo encontrados no musculo liso sendo supra-
regulados pela presenca do processo inflamatério e por citocinas. J& o receptor B, é um
receptor com sete dominios transmembranais acoplado a proteina G (GILMAN et al., 2006).
A bradicinina tem sido estabelecida como um importante mediador periférico da dor atuando
através da estimulagdo direta dos nociceptores (Ad e C fibras) e da liberagao de substancias
inflamatdrias e algogénicas, como os produtos derivados de vias de acido araquidonico,
citocinas e 6xido nitrico (CALIXTO et al., 2001).



Tabela 1 — Edema de Pata Induzido por Histamina, Bradicinina ou Serotonina.

Grupos Experimentais

Edema de pata (mL)

30 min 1h 2h 3h 4 h

Salina 0,06+0,05 0,03+0,06 0,00+0,01 0,02+0,05 0,06+0,09
Histamina 0,40+0,06 0,32+0,04 0,31+0,04 0,27+0,09 0,12+0,08
Histamina + LCc 0,24+0,09* 0,41+0,11 0,31+0,07 0,174£0,11 0,05£0,06
Bradicinina 0,63+0,18 0,55+0,09 0,44+0,03 0,37+0,05 0,31+0,05
Bradicinina + LCc 0,65+0,05 0,41+0,04 0,41+0,09 0,28+0,04 0,17+0,06
Serotonina 0,93+0,10 0,77+0,12 0,52+0,08 0,33+0,12 0,19+0,09
Serotonina + LCc 0,83+0,07 0,65+0,08 0,46+0,09 0,18+0,09 0,14+0,10

Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Histamina (100 pg/pata, 100 uL), bradicinina (30 pg/pata, 100 pL) ou serotonina (20 pg/pata, 100 pL) foram
injetadas (s.c.) na pata posterior direita de ratos. Os animais foram pré-tratados com LCc (1,0 mg/kg; i.v.) ou
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%; 100 pL) 30 min antes de estimulos. Os valores (mL) representam a média *

E.P.M. de seis animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo controle

(apenas o mediador inflamatorio). (ANOVA,; Teste de Bonferroni).

A LCc (1,0 mg/kg) quando associada ao seu agucar ligante mucina (8,0 mg/kg),
perdeu a capacidade de reduzir o edema induzido por histamina,

significativamente do grupo histamina, sugerindo que a acdo anti-inflamatoria da LCc esta

associada a inibicao de eventos vasculares (Figura 17).

nao diferindo



Figura 17 — Efeito da Lectina Associada ao Seu Ligante Mucina Sobre o Edema de Pata

Induzido por Histamina.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Histamina (100 pg / pata, 100 uL) foi injetada (i.pl.) na pata direita de ratos Wistar. 30 min antes do estimulo, os
animais foram pré-tratados com LCc (1,0 mg/kg; i.v.), LCc (1,0 mg/kg; i.v.) associada ao seu ligante mucina (8,0
mg/kg; i.v.) ou mucina (8,0 mg/kg; i.v.). Os pontos sobre as linhas representam a média + E.P.M. de seis animais
por grupo. * p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Dextrana (ANOVA; Teste de

Bonferroni).

4.2.6 Analise Histoldgica

Na analise histopatoldgica dos tecidos das patas, realizada através da coloracao
HE (Tabela 2), estdo representados os escores (mediana; variacdo) atribuidos aos parametros
de infiltrado celular e edema, comparando valores entre o grupo que recebeu Cg (700 pg/pata;
100 pL), como agente flogistico, e os tratados com a LCc (0,1, 1,0 ou 10,0 mg/kg; i.v.). Um
grupo controle recebeu apenas salina estéril no mesmo volume. A analise histolégica dos

tecidos mostrou diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo Cg.

Na 42 hora apés a inducdo da inflamacdo com o agente flogistico, foi verificado
moderado processo inflamatorio com infiltrado celular e formacdo de edema no grupo Cg.
Entretanto, o grupo que recebeu salina apresentou processo inflamatoério discreto. Os tipos
celulares presentes no grupo Cg, ap6s a inducdo da inflamacdo, sdo predominantemente

polimorfonucleares (neutrofilos) caracterizando a inflamacgao aguda.



Tabela 2 — Andlise Histoldgica do Tecido da Pata de Ratos Induzidos por Cg Através da

Coloracéo pelo Método Hematoxilina-eosina (HE).

Infiltrado celular Edema

LCc 0,1 mg/kg (i.v.) 3 (1-4) 2 (1-2)
LCc 1,0 mg/kg (i.v.) 3(1-3) 2 (0-2)
LCc 10,0 mg/kg (i.v.) 2(1-2)* 1(0-2) *
Cg 3,5 (3-4)* 3 (2-3)*

Salina 1(1-2) 1(0-2)

Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

0 - auséncia de infiltrado celular inflamatorio, 1 - infiltrado celular inflamatorio discreto, 2 - infiltrado celular
inflamatorio leve, 3 - infiltrado celular inflamatdrio moderado, 4 - infiltrado celular inflamatério intenso. Cg
vesus salina *p<0,05, LCc vesus Cg “p<0,05 (ANOVA; Kruskal-Wallis e Dunn’s).

Silva et al (2010b) observaram por andlise histologica que apods a inducdo da
inflamacdo com Cg, utilizando o modelo de edema de pata, ocorre injdria tecidual com

aumento significativo na migracéo de polimorfonucleares, seguido de formacéo de edema.

Foi observada reducdo do edema e do infiltrado celular inflamatério quando LCc
(10,0 mg/kg) foi aplicada por via intravenosa (i.v.), confirmando os dados observados durante
0 periodo de 4 horas apds a inducdo do processo inflamatorio, na qual LCc apresenta efeito

anti-inflamatorio significativo na fase celular e vascular da inflamacéo.

4.2.7 Imunohistoquimica da LCc

Os tecidos das patas que foram tratados previamente com LCc (10,0 mg/kg; i.v.)

foram retirados para ser realizado a analise por imunohistoquimica. Os mediadores



inflamatorios utilizados foram IL-1p (Figura 18), HO-1 (Figura 19), TNF- o (Figura 20) e IL-
6 (Figura 21). Um grupo controle recebeu por injecdo (i.pl.) apenas salina estéril no mesmo

volume.

Figura — 18 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para IL-1p.

IL-1B (A) [A1-Grupo salina (seta preta-neutrofilo, seta amarela-ceratindcito); A2- Grupo Cg (seta preta-
neutréfilo, seta verde-fibroblasto, seta vermelha-célula endotélio, seta amarela-ceratindcito); A3-Grupo LCc 10,0

mg/kg; i.v. (seta preta-neutrofilo, seta verde fibrécito, seta amarela-ceratinécito)].

O estudo da expressdo por imunohistoquimica para IL-1B mostrou aumento de
expressdo de IL-1p em neutr6filo, fibroblasto ¢ célula endotelial nas patas de animais que
receberam Cg (Figura 18 A2) em relacdo aos animais que receberam salina (Figura 18 Al),
caracterizada pela coloracdo marrom nas células. A LCc 10,0 mg/kg; i.v. promoveu fraca
marcacdo em fibrocito, neutrofilo e ceratindcito, evidenciando sua acéo anti-inflamatoria ao

reduzir o mediador inflamatorio IL-1p.



Figura — 19 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para HO-1.

Hemo-oxigenase 1 (B) [B1-Grupo salina; B2- Grupo Cg (seta laranja-células mononucleares, seta branca-

neutréfilo ndo marcado); B3-Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.v. (seta preta-neutrofilo)].

O estudo da expressdo por imunohistoquimica para HO-1 mostrou aumento de
expressdo de HO-1 em heméceas e celulas mononucleares nas patas de animais que recebram
Cg (Figura 19 B2) em relacdo aos animais que receberam salina (Figura 19 B1), este Gltimo
ndo apresentando imunomarcacdo para HO-1. Foi observado intensa marcacao celular para
HO-1, identificada em neutrofilos nas patas de animais tratados com LCc 10,0 mg/kg; i.v.
(Figura 19 B3) sugerindo que a LCc 10,0 mg/kg; i.v. atua reduzindo a inflamacdo pela

ativacdo da via HO-1 devido a intensa marcacao dos neutrofilos.

A HO ¢ uma enzima microssomal que catalisa a degradacdo do grupo heme em
monoxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM et al., 1988). A ativacao
de HO-1, a forma induzida da HO, resulta em reducdo do dano oxidativo e apoptose,
reduzindo eventos inflamatdérios como edema, migracdo celular e producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (ALCARAZ et al., 2003).Varios estudos vém demonstrando que a HO-1, seu
substrato heme e seus produtos, CO e BVD, sdo capazes de modular o processo inflamatério.
HO-1 é geralmente expressa em condicdes de estresse oxidativo, isquemia e reperfusao e é
estimulada por citocinas pro-inflamatérias, NO, endotoxinas e heme, o0 seu substrato,
representando um mecanismo de defesa celular que pode modular a resposta inflamatéria
(BAKKEN et al., 1972; CAMHI et al., 1995; DOI et al., 1999; YACHIE et al., 2003).



Figura — 20 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para TNF-a.

TNF-a (C) [C1-Grupo salina; C2- Grupo Cg (seta laranja-células mononucleares, seta verde-fibroblasto); C3-

Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.v. (seta rosa-macréfago)]

O estudo da expressao por imunohistoquimica para TNF-a mostrou aumento de
expressdo de TNF-a no tecido da pata (Figura 20 C3), caracterizada pela marcacédo celular
para células mononucleares e macr6fagos, os grupos tratados com LCc ndo diferem do grupo
Cg (Figura 20 C2), mostrando que ndo atuam pela via do TNF-a, sem que haja redugdo da

inflamacéo.

O estudo da expressao por imunohistoquimica para TNF-o. mostrou marcacao
intensa de TNF-o em células mononucleares nas patas de animais que recebram Cg (Figura 20
C2) e LCc 10,0 mg/kg; i.v. (Figura 20 C3), de forma semelhante entre os grupos. No grupo
salina ndo houve imunomarcacdo para TNF-a. Esses resultados sugerem que a LCc 10,0

mg/kg; i.v. atua reduzindo a inflamacao, porém sem inibicdo de TNF-a.

Sabe-se que TNF-a exerce fungdes de ativar linfocitos, de estimular a sintese de
outras citocinas como IL-1p e IL-6, de estimular a producdo de PGs em sinovidcitos tipo B
(fibroblastos-simile), o que estimula a sintese de colagenases e ativa osteoclastos (CUNHA et
al., 1992; ALSTERGREN et al., 2000; ALSTERGREN, 1998; EMSHOFF et al., 2000; KE et
al., 2007; OGURA et al., 2005).



Figura — 21 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para IL-6.

IL-6 (D) [D1-Grupo salina (seta branca- neutrdfilo ndo marcado); D2- Grupo Cg (seta laranja-célula

mononuclear); D3-Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.v. (seta laranja-célula mononuclear , seta preta- neutrofilo)]

O estudo da expressao por imunohistoquimica para IL-6 mostrou aumento de
imunomarcacao em neutréfilos e céluals mononucleares no tecido da pata de animais tratados
com LCc 10,0 mg/kg; i.v. (Figura 21 D3) comparado ao grupo Cg (Figura 21 D2). No grupo
salina ndo houve imunomarcacgédo para IL-6 (Figura 21 D1). Esses resultados sugerem que a
LCc 10,0 mg/kg; i.v. atua reduzindo a inflamacéo, porém sem inibicdo de IL-6.

4.2.8 Avaliacéo do Efeito Edematogénico da LCc

Diante dos efeitos anti-inflamatérios obtidos para a LCc utilizando-se 0s modelos
classicos de edema de pata, a LCc também foi investigada quanto as suas propriedades

edematogénicas.

4.2.8.1 Ensaio de Edema de Pata Induzido por LCc

A LCc foi injetada por via intraplantar (i.pl.;100 pL) nas doses de 0,1, 1,0 ou 10,0
mg/kg onde os resultados obtidos mostraram a formacdo de um edema signifcativo e intenso
em todas as doses testadas, com o volume maximo de 0,71 + 0,02 mL para a dose de 10
mg/kg na terceira hora, comparado ao grupo salina. (Figura 22).



Figura 22 — Efeito Edematogénico da Administracdo da LCc da Alga C. cupressoides no
Modelo de Edema de Pata em Ratos.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Os animais receberam injecdo de salina (NaCl 0,9%) ou LCc (0,1; 1,0 ou 10,0 mg/kg; 100 ulL/pata; i.pl.) na pata
traseira de ratos. Os pontos sobre as linhas representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. * p<0,05
indica diferenca significativa quando comparado ao grupo salina; e & p<0,05 quando comparado ao grupo LCc
(1,0 mg/kg). (ANOVA; Teste de Bonferroni).

Tendo em vista que ndo ha relatos de atividade edematogénica para lectinas
purificadas de algas marinhas, vale ressaltar a existencia de estudos de atividade
edematogénica para lectinas obtidas de sementes de plantas superiores. Assim, estudos de
atividade edematogeénica realizados por Alencar et al. (2004) demonstram que uma lectina
isolada de sementes da leguminosa Vatairea macrocarpa, foi capaz de ocasionar edema de
pata. Mota et al. (2006) utilizando uma lectina de sementes de Araucaria angustifolia (0,01,
0,1 ou 1,0 mg/kg) também apresentou efeito edematogénico local. O mesmo foi observado
por Assreuy et al. (2009), utilizando as lectinas do género Canavalia (Canavalia gladiata, C.
brasiliensis e C. maritima) que apresentaram efeito edematogénico para as diferentes doses
utilizadas (0,01; 0,1 ou 1,0 mg/kg). Rangel et al. (2012) oservaram que a lectina obtida de

sementes de Dioclea wilsonii aprentou efeito edematogénico na dose de 1,0 mg/kg.



4.2.8.2 Modulagdo Farmacoldgica da Atividade Edematogénica da LCc

Devido ao intenso edema induzido pela LCc da alga C. cupressoides (10,0
mg/kg), foi investigada a modulacdo farmacoldgica das propriedades edematogénicas dessa
lectina, realizando um pré-tratamento com os seguintes anti-inflamatorios: Indometacina (5,0
mg/kg; s.c.), Meclizina (40,0 mg/kg; s.c.), Pentoxifilina (90,0 mg/kg; s.c.), Dexametasona
(1,0 mg/kg; s.c.) e L-NAME (30 mg/kg; i.p.). Esses anti-inflamatorios foram selecionados por
as seguintes caracteristicas farmacoldgicas: Dexametasona é um glicocorticoide com
propriedades anti-inflamatérias e imunosupressora (ASSREUY et al., 2008). Indometacina é
um inibidor ndo especifico da atividade da enzima ciclo-oxigenase e da sintese de
prostaglandinas e tromboxanos além do metabolismo do AA (KANKURI et al., 2001); L-
NAME é um inibidor ndo especifico das enzimas envolvidas na sintese e producéo de 6xido
nitrico (NO) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991); Pentoxifilina ¢ um inibidor da
producdo de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a), que participam de
varios eventos da resposta inflamatoria, incluindo a expressdo de moléculas de adesdo
(CUNHA et al., 2000), e meclizina € um inibidor de receptores de histamina (H;) (ASSREUY
et al.,2008; FIGUEIREDO et al., 2009; ARAUJO et al., 2011).

Os resultados obtidos mostraram que o efeito edematogénico da LCc foi inibido
em animais pré-tratados com Indometacina, na terceira, quarta e quinta hora com percentual
de inibicdo de 39,94, 43,48 e 65,45%, respectivamente. Meclizina inibiu na quarta e quinta
hora na ordem de 41,12 e 38,21%, respectivamente. Pentoxifilina e dexametasona inibiram na
quinta hora na ordem de 52,27 e 57,32%, respectivamente. Por dltimo, L-NAME inibiu
apenas uma hora apos o estimulo inflamat6rio com inibicéo de 21,50%, todos comparados ao
grupo LCc (Figura 23). No entanto, estes resultados podem ser melhor observados através da
Tabela 3.

Os inibidores também mostraram efeito antiedematogénico, sugerindo que a acao
da LCc pode estar envolvida com citocinas priméarias (TNF-a e IL-1B), NO e receptores
histaminicos, confirmados pelo edema induzido por histamina, o que mostra a complexidade
do envolvimento da LCc no edema promovendo uma cascata de eventos pro-inflamatorios por

diferentes compostos.



Figura 23 - Modulagdo Farmacoldgica da Atividade Edematogénica da LCc em Ratos.
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Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Antes da aplicacdo do estimulo inflamatério (LCc 10,0 mg/kg; i.pl.), os ratos (n=6) foram pré tratados com
indometacina (5,0 mg/kg; s.c.; 1 h); dexametasona (1,0 mg/kg; s.c.; 1 h); L-NAME (30,0 mg/kg; i.p.; 30 min);
pentoxifilina (90,0 mg/kg; s.c.; 1 h) ou meclizina (40,0 mg/kg; s.c.; 1 h). Grupos controles receberam o mesmo

volume de LCc ou salina estéril. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo.



Tabela 3 — Modulag@o Farmacoldgica Apds a Injecdo Local da LCc da Alga C. cupressoides no Modelo de Edema de Pata.

Grupos Edema de pata (mL)
Experimentais 30 min 1h 2h 3h 4 h 5h

LCc (10,0 mg/kg) 1,00+0,09 1,04+0,13 1,07+0,09 1,04+0,11 0,92+0,09 0,82+0,16
Salina 0,06+0,03% 0,03+0,04% 0,01+0,00% 0,02+0,04% 0,06+0,07% 0,07+0,05%
Dexametasona + LCc 1,06+0,22 1,1740,32 1,07+0,14 1,09+0,18 0,66+0,13 0,350,13%
Indometacina + LCc 0,98+0,14 0,92+0,16 0,95+0,16 0,63+0,07% 0,52+0,13% 0,28+0,20%
Meclizina + LCc 0,75+0,11 0,86+0,23 1,05+0,18 0,83+0,11 0,54+0,08% 0,51+0,10%
Pentoxifilina + LCc 0,48+0,10 0,83+0,24% 1,000,17 0,97+0,19 0,80+0,21 0,39+0,19%
L-NAME 0,64+0,18 0,81+0,07% 0,96+0,10 0,92+0,14 0,71+0,07 0,69+0,07

Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

Antes do tratamento com LCc (10,0 mg/kg; 100 uL/pata; i.pl.), grupos de animais receberam indometacina (5,0 mg/kg; s.c.; 1 h); dexametasona (1,0 mg/kg; s.c.; 1 h); L-
NAME (30,0 mg/kg; i.p.; 30 min); pentoxifilina (90,0 mg/kg; s.c.; 1 h) ou meclizina (40,0 mg/kg; s.c.; 1 h). Grupos controles receberam o0 mesmo volume de LCc ou salina
estéril. Os resultados foram espressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo.  p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo
tratado apenas com LCc (10,0 mg/kg). (ANOVA,; Teste de Bonferroni).



4.2.9 Analise Histoldgica

Na andlise histoldgica dos tecidos das patas, realizada através da coloracdo HE
(Tabela 4), estdo representados os escores (mediana; variacdo) atribuidos aos parametros de
infiltrado celular e edema, comparando valores entre o grupo que receberam LCc (0,1, 1,0 ou
10,0 mg/kg; 100 pL; i.pl.), como agente flogistico. Um grupo controle recebeu por injecdo
(i.pl.) apenas salina estéril no mesmo volume. A analise histolgica dos tecidos mostrou
diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo salina.

Foi observado que LCc (10,0 mg/kg; i.pl.) promoveu aumento de edema e do
infiltrado celular inflamatorio, similar ao observado no grupo que recebeu salina. No entanto,
0s tecidos das patas tratados com as doses 0,1 e 1,0 mg/kg apresentaram infiltrado
inflamatério de leve a moderado, confirmando que o efeito das doses de LCc por via
intraplantar, ocorre de forma dose-dependente.

Na literatura é relatado que lectinas podem apresentar efeito anti-inflamatério
significativo quando administradas por via sistémica, porém quando sdo injetadas localmente
como agente indutor, utilizando o modelo de edema de pata, induzem processo inflamatorio
significativo (MOTA et al., 2006).



Tabela 4 — Andlise Histoldgica do Tecido da Pata de Ratos Induzidos por LCc Através

da Coloragao pelo Método Hematoxilina-eosina (HE).

Infiltrado celular Edema
LCc 0,1 mg/kg (i.pl.) 3 (3-4) 0(0-0)*
LCc 1,0 mg/kg (i.pl.) 4 (3-4) 0,5 (0-1)*
LCc 10,0 mg/kg (i.pl.) 3,5 (1-4) 1,5 (0-3)
Salina 1(1-2) 1(0-2)

Fonte: Ismael N. L. de Queiroz

0 - auséncia de infiltrado celular inflamatério, 1 - infiltrado celular inflamatério discreto, 2 - infiltrado celular
inflamatoério leve, 3 - infiltrado celular inflamatério moderado, 4 - infiltrado celular inflamatério intenso. LCc
vesus salina “p<0,05 (ANOVA,; Kruskal-Wallis ¢ Dunn’s).

4.2.10 Analise de Imunohistoquimica

Os tecidos das patas que foram tratados previamente com LCc (10,0 mg/kg; i.pl.)
foram retirados para ser realizado a analise por imunohistoquimica. Os mediadores
inflamatérios utilizados foram IL-1p (Figura 24), HO-1 (Figura 25), TNF- a (Figura 26) e IL-
6 (Figura 27). Um grupo controle recebeu por injecédo (i.pl.) apenas salina estéril no mesmo

volume.



Figura — 24 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para IL-1.

IL-1B (A) [A1-Grupo salina (seta preta-neutréfilo, seta amarela-ceratinécito); A4-Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.pl.

(seta preta-neutrofilo, seta rosa-macréfago)].

O estudo da expressdo por imunohistoquimica para IL-1p mostrou que animais
tratados com LCc 10,0 mg/kg; i.pl., observa-se que a marcacdo celular para IL-1B foi
identificada em neutrdfilo e macrofago (Figura 24 A4), em maior intensidade que o grupo
salina (Figura 24 Al), sugerindo que a lectina promove quadro inflamatdrio local via ativacéo
de IL-1p.



Figura — 25 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao
Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para HO-1.

r"

Heme oxigenase 1 (B) [B1-Grupo salina; B4-Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.pl. (seta preta-neutrdfilo, seta verde-
fibroblasto)].

O estudo da expressdo por imunohistoquimica para HO-1 mostrou aumento de
expressdo de HO-1 em neutrofilos nas patas de animais que recebram LCc (Figura 25 B4) em
relacdo aos animais que receberam salina (Figura 25 B1), este ultimo ndo apresentando
imunomarcacdo para HO-1. LCc 10,0 mg/kg; i.pl., promove intensa marcacdo celular para
HO-1 identificada em neutrdfilos e fibroblastos (Figura 25 B4). Esses resultados sugerem que
a LCc 10,0 mg/kg; i.v. atua na inflamacdo pela ativacdo da via HO-1 devido a intensa

marcacao dos neutrofilos.

A HO é uma enzima microssomal que catalisa a degradacdo do heme em
monoxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM et al., 1988). A ativacao
de HO-1, a forma induzida da HO, resulta em reducdo do dano oxidativo e apoptose,
reduzindo eventos inflamatérios como edema, migracdo celular e producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (ALCARAZ et al., 2003).Varios estudos vém demonstrando que a HO-1, seu
substrato heme e seus produtos, CO e BVD, sdo capazes de modular o processo inflamatério.
HO-1 é geralmente expressa em condicdes de estresse oxidativo, isquemia e reperfusdo e é
estimulada por citocinas pro-inflamatérias, NO, endotoxinas e heme, 0 seu substrato,
representando um mecanismo de defesa celular que pode modular a resposta inflamatéria
(BAKKEN et al., 1972; CAMHI et al., 1995; DOI et al., 1999; YACHIE et al., 2003).



Figura — 26 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para TNF-a.

TNF-a (C) [C1-Grupo salina; C4-Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.pl. (seta rosa-macroéfago)]

O estudo da expressao por imunohistoquimica para TNF-a mostrou aumento de
expressdo de TNF-a no tecido da pata (Figura 26 C4), caracterizada pela marcacédo celular
para macréfagos, os grupos tratados com LCc diferem do grupo salina (Figura 26 C4),

mostrando que atua pela via do TNF-a, sem que haja reducdo da inflamagao.

O estudo da expressao por imunohistoquimica para TNF-o. mostrou marcacao
intensa de TNF-a em macrofagos nas patas de animais que recebram LCc 10,0 mg/kg; i.pl.
(Figura 26 C4). No grupo salina ndo houve imunomarcacdo para TNF-o. Esses resultados
sugerem que a LCc 10,0 mg/kg; i.pl. causa um quadro inflamatério sem ativar TNF-a. em

neutrofilos.

Sabe-se que TNF-a exerce fungdes de ativar linfocitos, de estimular a sintese de
outras citocinas como IL-1p e IL-6, de estimular a producdo de PGs em sinovidcitos tipo B
(fibroblastos-simile), o que estimula a sintese de colagenases e ativa osteoclastos (CUNHA et
al., 1992; ALSTERGREN, 2000; ALSTERGREN et al., 2003; EMSHOFF et al., 2000;
OGURA et al., 2005; KE et al., 2007).



Figura — 27 Fotomicrografias, Obtidas por Microscopia de Luz Através da Coloracao

Pelo Método Hematoxilina-Eosina (HE), da Imunohistoquimica para IL-6.

IL-6 (D) [D1-Grupo salina (seta branca- neutréfilo ndo marcado); D4-Grupo LCc 10,0 mg/kg; i.pl. (seta preta-

neutréfilo, seta rosa-macrofago)]

O estudo da expressao por imunohistoquimica para IL-6 mostrou aumento de
imunomarcacao em neutrofilos e céluals mononucleares no tecido da pata de animais tratados
com LCc 10,0 mg/kg; i.pl. (Figura 27 D4) comparado ao grupo salina (Figura 27 D1). No
grupo salina ndo houve imunomarcacao para IL-6 (Figura 27 D1). Esses resultados sugerem
que a LCc 10,0 mg/kg; i.pl. causa um quadro inflamatério ativando IL-6 em neutrofilos e

macrofagos.



CONSIDERACOES FINAIS

A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides (LCc), obtida por
cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose, mostrou-se eficiente, obtendo-se

um pico majoritario com atividade hemaglutinante.

A LCc por caracterizagdo estrutural parcial apresentou na sua sequéncia NH-
terminal com 31 residuos de aminoéacidos, apresentando 43% de identidade com a proteina da
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii. Através desta, sugere-se sua futura utilizacdo

como ‘“‘etiqueta” para auxiliar na identificacdo de lectinas de algas marinhas verdes.

Na espectroscopia de 'H-RMN para a LCc purificada por Sephadex G-100 e
obtida por DEAE-celulose, foi demonstrado uma similaridade entre os sinais obtidos em

ambos 0s espectros.

A LCc apresentou efeito anti-inflamatorio (i.v.), reduzindo os edemas de pata
induzidos por carragenana e dextrana. Possivelmente, seu mecanismo de acdo pode estar
relacionado a inibicdo de mediadores inflamatérios histaminicos, a reducdo da citocina

inflamatéria IL-1p e ativacdo da via da HO-1.

Com relagcdo ao efeito edematogénico da LCc (i.pl.), possivelmente atua pela
ativacdo da via das ciclo-oxigenases e de citocinas primarias inflamatorias (IL-1p e TNF-a),

além do envolvimento do NO.

O presente trabalho é o primeiro relato de sobre as atividades inflamatédrias de
lectinas de uma alga marinha verde em duas vias diferentes e seus mecanismos na acao nédo

efeito anti-inflamatério.



CONCLUSAO

A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides (LCc) obtida por
cromatografia em DEAE-celulose, quando parcialmente caracterizada apresentou na sua
sequéncia aminoterminal uma identidade de 43% com a proteina da alga verde unicelular
Chlamydomonas reinhardtii, tendo mostrado um efeito anti-inflamatério no modelo de edema
de pata, com mecanismo de acdo possivelmente relacionado a inibicdo de mediadores
inflamatorios histaminicos, a reducdo da citocina inflamatéria IL-1p e ativagdo da via da HO-
1 e pro-inflamatdria, com mecanismo de acdo possivelmente relacionado com a ativacdo da
via das ciclo-oxigenases e de citocinas primérias inflamatérias (IL-18 ¢ TNF-a), além do
envolvimento do NO.
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